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Resumo

Este trabalho teve como objetivo o tratamento de aguas residuais urbanas usando diversas
microalgas: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e um consorcio de microalgas (isoladas a partir
do préprio efluente). Adicionalmente, a biomassa microalgal obtida foi valorizada para obtencdo de
biocombustiveis e outros compostos de elevado valor comercial, como pigmentos, utilizando
tecnologias de baixo custo para a sua produgdo, colheita e secagem.

Todas as microalgas foram eficientes na remocao dos nutrientes das aguas residuais, tendo sido
atingidas remoc¢Ges maximas (N e P) superiores a 80% para todas as microalgas testadas. Alcancaram-
se produtividades de 0,98g.L.dia?, 0,90g.L™.dia? e 0,38g.L .diapara S. obliquus, Consércio C e C.
vulgaris, respetivamente.

A microalga S. obliquus foi a que apresentou maior teor em lipidos (0,24g 6leo/g peso seco) e
hidratos de carbono, tendo originado a produgdo de 56,8mL Hidrogénio/g SV, através da fermentacédo
no escuro com a Enterobacter aerogenes. Esta microalga revelou ser a candidata mais promissora para
a simultanea remocao de nutrientes dos efluentes residuais e producdo de biodiesel, biohidrogénio e
compostos de elevado valor, como pigmentos.

O elevado teor em proteina apresentado por todas as microalgas estudadas permite a utilizagao
dessa biomassa para a produgao de ragdes animais ou de biocompdsitos e bioplasticos.

Foi testada uma técnica ndo convencional para colheita das microalgas, a eletrocoagulacao, que
originou uma economia de mais de 94% de energia face a centrifugacdo (usada como Unico método
de colheita). Para a secagem da biomassa, foi utilizado um secador solar que, além de ndo ter
consumido qualquer energia elétrica, ainda apresentou a vantagem de constituir um processo mais
rapido do que as duas alternativas testadas (estufa e liofilizador).

Palavras-chave: microalgas, efluentes urbanos, biorrefinaria, biodiesel, biohidrogénio,
eletrocoagulagao
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Abstract

The aim of this work was the treatment of urban wastewater by different microalgae: Chlorella
vulgaris, Scenedesmus obliquus and a consortium of microalgae (isolated from own urban
wastewater). In addition, the microalgal biomass obtained was valorised to produce biofuels and high
added-value compounds, like pigments, using low-cost technologies for their production, harvesting
and drying.

All microalgae were effective in removing nutrients from wastewater. The maximum nutrients
(N and P) removal rates were higher than 80% for all tested microalgae and the productivities achieved
were 0.98g.Lt.dia?, 0.90g.L .dia? and 0.38g.L ™ .dia? to S. obliquus, Consortium C and C. vulgaris,
respectively.

The microalga S. obliquus presented the highest lipid content (0.24g oil/g dw) and
carbohydrates, generating 56.8mL Hydrogen/g VS, trough dark fermentation using Enterobacter
aerogenes bacteria. This microalgae revealed to be the most promising candidate for the simultaneous
removal of nutrients from wastewater and production of biodiesel, biohydrogen and high value
compounds, such as pigments.

The high protein content presented by all studied microalgae allows the use of their biomass for

animal feed or to the production of biocomposites and bioplastics.

Electrocoagulation, a non-conventional technique for harvesting microalgae, was tested and
resulted in an energy saving of 94%, compared with centrifugation (when using alone). For drying the
biomass, a prototype of a solar dryer was used resulting in two advantages: no energy was consumed
and the process was faster than the experienced alternatives (oven and freeze-dryer).

Keywords: microalgae, wurban wastewater, biorefinery, biodiesel, biohydrogen,
electrocoagulation
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dw - dry weight

EC - eletrocoagulagdo

EPA - 4cido eicosapentaendico

EPS - substancias poliméricas extracelulares
FAME - fatty acid methyl esters (ésteres metilicos de acidos gordos)
g-grama

g - forgca g (9,80665 m/s?)

g.L'l.dia* - grama por litro por dia

GC - cromatografia gasosa

GEE - gases com efeito de estufa

GLA - 4cido gama-linolénico

h - hora

H: - Hidrogénio

H20 - dgua

H2S04 - Acido sulfurico

HCI - Acido cloridrico

HDPE - polietileno de alta densidade

HgO - Oxido de merctrio

INETI - Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e Inovagao
K2HPO4 - Fosfato dipotassico

K2S04 - Sulfato de potdssio

KH2PO4 - Fosfato monopotassico

KI - lodeto de potassio

KOH - Hidréxido de potdassio

kWh - quilowatt hora

L - litro

LCA - avalia¢do do ciclo de vida

LDPE - polietileno de baixa densidade

LNEG - Laboratério Nacional de Energia e Geologia
mA.cm - miliamperes por centimetro quadrado
mg - miligrama

MgS04.7H,0 - Sulfato de magnésio heptahidratado

xxi
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N: - azoto

NazMo004.2H20 - Molibdato de sédio dihidratado
Na2SeOs - Selénito de sédio

NaOH - Hidroxido de sédio

NH4" - ido amédnio

(NH4)2S04 - Sulfato de aménio

NiCl; - Cloreto de niquel

nm - nanémetro

NOs™ - nitrato

02 - Oxigénio

p/p - peso por peso

p/v - peso por volume

P20s - Pentéxido de fosforo

PBR - fotobiorreatores

PBS - polibutileno sucinato

PET - politereftalato de etileno

PHA - polihidroxialcanoatos

PHB - polihidroxibutirato

PLA - acido polilatico

PO4* - fosfato

ps - peso seco

PS - poliestireno

PSLC - peso seco livre de cinzas

PUFA - acidos gordos poli-insaturados
rpm - rotagdes por minuto

s -segundo

Sc - Scenedesmus obliquus

SV - sélidos volateis

TFF - filtragcdo com fluxo tangencial
TLC - cromatografia de camada fina
v/v - volume por volume

VS - volatile solids

vvm - volume de gas por volume de cultura por minuto
HE/m2.s7! - microeinsteins por segundo por metro quadrado
pL - microlitro

pUm - micrometro
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Enquadramento

As aguas residuais urbanas constituem uma importante fonte de nutrientes e poluentes das
aguas doces e dos ecossistemas marinhos, sendo as tecnologias atuais para o seu tratamento
dispendiosas ou apenas parcialmente eficazes. A remocgdo de azoto e fésforo, dos efluentes residuais,
mediada por microalgas tem diversos beneficios. Para além da reducdo potencial da eutrofizacdo das
massas de agua, N e P podem ser eficientemente recuperados e reciclados para a producdo de
biomassa algal, que é adequada para a produc¢do de biocombustiveis e outros produtos nao-
combustiveis, como fertilizantes e ra¢des para alimentacdo animal, pigmentos e antioxidantes,
bioplasticos e biocompdsitos.

A producgdo de bioenergia nos paises desenvolvidos tornou-se um tépico intenso nos ultimos
anos, principalmente naqueles que ndo apresentam reservas de petréleo. Este debate deve-se a
crescente preocupacao acerca das limitagdes dos combustiveis de origem féssil, nomeadamente os
constantes aumentos de precos, a distribuicao global das jazidas - maioritariamente localizadas em
zonas politicamente instaveis - a diminui¢cdo dos stocks existentes e a contribuicdo do uso destes no
aumento dos niveis de diéxido de carbono atmosférico. Existe, portanto, uma necessidade de
independéncia energética aliada a uma cada vez maior consciencializacdo ambiental, sendo assim
necessarias solugdes energéticas sustentdveis para alimentar todo o planeta.

Neste cendrio, que tendera eventualmente a piorar, é de extrema importancia encontrar
alternativas ecoldgicas e economicamente vidveis que possam fazer face a crescente procura
energética por parte das sociedades mundiais. Essas alternativas passaram, numa primeira fase, por
culturas energéticas como a soja, a colza e o dleo de palma para a produgdo de biocombustiveis de 12
geracdo. No entanto, esta solu¢do ndo poderd assegurar a produgao necessaria de combustiveis a nivel
mundial, acarretando consequéncias desastrosas para os ecossistemas e a competicdo com a produgdo
de bens alimentares. Posteriormente, surgiram os biocombustiveis de 22 geracdo, constituidos por
materiais lenhocelulésicos, que, apesar de ndo competirem com o setor alimentar, ndo conseguirdo
assegurar a producao desejavel de biocombustiveis.

Os microorganismos fotossintéticos possuem um potencial enorme como fonte de
transformacdo da energia solar em energia quimica, ao apresentarem elevadissimas taxas de producao
de biomassa, muito superiores a das plantas vasculares. O desenvolvimento de processos e tecnologia
gue permitam extrair destes organismos compostos para a produgao de biocombustiveis de 32 geragdo
é, desde modo, uma solucdo altamente desejavel, com a vantagem de poderem ser produzidos em
terrenos marginais, usando aguas salgadas, salobras ou mesmo residuais.

Tém sido realizados diversos estudos para a producdo de biocombustiveis a partir de microalgas,
no entanto essas alternativas ndo sdo ainda economicamente atrativas.

Objetivos

Tratar aguas urbanas residuais com tecnologia simples, sustentavel e econdmica. Valorizar a
biomassa microalgal obtida, produzindo diferentes biocombustiveis de forma atrativa e sustentavel,
utilizando o conceito de biorrefinaria e tecnologias de baixo custo na producao, colheita e secagem da
biomassa algal.
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1. Introducao

Os combustiveis fésseis tornaram-se elementos chave na sociedade humana a partir da 22
Guerra Mundial, contribuindo para a melhoria da qualidade de vida das pessoas e para o
desenvolvimento tecnoldgico, uma vez que a sua queima gera energia para os transportes e
eletricidade. No entanto, por se tratar de fontes de energia ndo renovaveis, sdo limitados e contribuem
para o agravamento de diversos problemas ambientais. Entre eles o aquecimento global, diretamente
implicado com o aumento dos niveis de didxido de carbono (CO;) na atmosfera. Para além das
guestdes ambientais existe atualmente uma crise energética que se tem manifestado por todo o
mundo devido a crescente procura energética para fazer face a rapida industrializagdo e ao aumento
da populagdo humana (Chisti, 2007; Li et al., 2008; Demirbas, 2010; Lam & Lee, 2012).

Neste contexto, a procura de fontes de energia renovavel tornou-se um desafio primordial para
o desenvolvimento sustentdvel das sociedades atuais e futuras. Presentemente, ja sdo utilizadas
diversas fontes de energia renovavel como a solar, a eélica, a hidrica e a biomassa o que permite limitar
o uso de combustiveis fdsseis. No entanto, segundo a Agéncia Internacional de Energia, os
combustiveis renovaveis e os residuos sdo os que apresentam maior potencial de entre as diversas
fontes renovaveis. Sendo previsivel que o biodiesel venha a desempenhar um papel crucial como fonte
de energia renovavel num futuro préximo (Lam & Lee, 2012).

As microalgas tém sido alvo de muitos estudos por constituirem uma matéria-prima alternativa
para a producdo de biodiesel e bioetanol, nomeadamente devido ao seu rapido crescimento e a
capacidade de acumular elevadas quantidades de lipidos e hidratos de carbono. Para além disso estes
microorganismos ndo necessitam de solos araveis, podem ser utilizados na purificagdo de aguas
residuais e contribuem para a mitigacdo de CO,. A fixacdo de CO, atmosférico pelas microalgas tem
uma eficiéncia dez vezes superior a das plantas terrestres e a sua biomassa pode ser utilizada para
produzir uma enorme variedade de produtos utilizados na alimentagdo humana e animal, cosméticos,
medicamentos, fertilizantes e biocombustiveis (Lam & Lee, 2012; Pires et al., 2012).

1.1 Microalgas e sua utilizaciao na producao de biocombustiveis

As microalgas sdo organismos fotossintéticos microscopicos que se encontram distribuidos
tanto em aguas doces como em aguas salgadas. Contém cerca de 50% de carbono na sua biomassa, na
maior parte dos casos obtido através do didxido de carbono atmosférico. Por esta razdo tém atraido
interesse como veiculos para a mitigacdo de carbono dos processos industriais (Milledge, 2011).

Estes organismos encontram-se categorizados em diversas classes, distinguindo-se
principalmente pela sua pigmentacdo, ciclo de vida e estrutura celular basica. As quatro classes mais
importantes de microalgas em termos de abundéncia sdo (Demirbas, 2010):

Bacillariophyceae (diatomaceas) sdo a forma de vida dominante no fitoplancton e
possivelmente representam o maior grupo de produtores de biomassa na Terra;

Chlorophyceae (algas verdes);

Chrysophyceae (algas douradas);

Cyanophyceae (cianobactérias) também referidas como microalgas.

Devido a elevada taxa de crescimento das microalgas os biocombustiveis de 32 geracdo, que
podem ser obtidos através destes organismos, sao muito mais promissores do que os de 12 geracao,
obtidos das culturas terrestres de oleaginosas ou ricas em acuUcares. Para além da produtividade
superior, a produgao algal consome menos agua e nutrientes do que as culturas terrestres e tem maior
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tolerancia a elevadas concentragdes de CO,, o que se traduz também em maiores taxas de conversao
(Demirbas, 2010). As microalgas apresentam, assim, como grandes vantagens a ndo competi¢cdo com
as culturas alimentares, com a terra ardvel e com a dgua potdvel e fertilizantes. Tem sido desenvolvida
muita investigacdo sobre a producgdo de variados biocombustiveis a partir da biomassa algal, incluindo
biodiesel e biodleo, bioetanol, biogas e biohidrogénio. Contudo, ainda existe uma enorme limitacdo a
implementagdo de sistemas produtivos com base nestes organismos, devido as suas baixas eficiéncias
volumétricas que conduzem ainda a custos demasiado elevados face ao petrdleo (Ferreira et al., 2013).

As cianobactérias e as microalgas sdo os Unicos organismos conhecidos, até a data, capazes de
realizar tanto a fotossintese como a produgdo de hidrogénio. Estes microrganismos produzem
diferentes matérias-primas para gerar energia, lipidos para a producdo de biodiesel, hidrocarbonetos
e isoprendides para a producdo de gasolina e hidratos de carbono para a produgao de bioetanol. Além
disso, a biomassa algal pode ser processada para produzir gds de sintese, seguida ou ndo de uma
sintese de Fischer-Tropsch para produgdo de hidrocarbonetos liquidos, gaseificacdo hidrotérmica ou
digestdo anaerdbica para producdo de metano, ou a tipica combustdo para producdo de energia
elétrica (Parmar et al., 2011).

Uma equipa canadiana de investigadores defende que estes organismos podem ser utilizados
para a producdo de biocombustiveis de uma forma econdmica e ambientalmente sustentavel, sendo
possivel substituir uma fragdo substancial do uso de combustiveis fdsseis na nossa sociedade (Li et al.,
2008). Segundo Chisti (2008), todas as necessidades dos EUA em combustiveis para os transportes
poderiam ser satisfeitas produzindo microalgas em menos de 11% da superficie agricola desse pais.

As microalgas para a producao de biodiesel sdo escolhidas, principalmente, em funcdo do seu

conteddo em dleos. Na Tabela 1.1 é apresentado o conteldo oleaginoso de algumas espécies de
microalgas.

Segundo o Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL) dos EUA, as estirpes mais
favoraveis para a producdo de biodiesel pertencem as Chlorophyceae (algas verdes). Estas tendem a
acumular lipidos em condicées de deficiéncia de alguns nutrientes, nomeadamente azoto. Também as
diatomaceas sdo recomendadas para a producdo de biodiesel, mas para o seu crescimento é
necessario fornecer silicio a cultura (Jarvis, 2008). Assim, as microalgas apontadas como tendo maior
potencial para a producdo de biodiesel devido a sua produtividade em éleo tém sido: Nannochloropsis
sp. (Ferreira et al., 2013; Gouveia & Oliveira, 2009; Rodolfi et al., 2009), Chlorella sp. (Campenni’ et al.,
2013; Rodolfi et al., 2009), Neochloris oleoabundans (Mata et al., 2010; Gouveia & Oliveira, 2009),
Dunaliella tertiolecta (Mata et al., 2010; Gouveia & Oliveira, 2009), Botryococcus braunii
(Ruangsomboon, 2012; Mata et al., 2010), Haematococcus pluvialis (Saha et al., 2013; Damiani et al.,
2010), Tetraselmis suecica (Lee et al., 2011; Mata et al., 2010), Phaeodactylum tricornutum (Lee et al.,
2011; Rodolfi et al., 2009) e Scenedesmus obliquus (Gouveia & Oliveira, 2009; Mandal & Mallick, 2009).
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Tabela 1.1 — Conteudo em dleo de algumas espécies de microalgas

Contetido em 6leo

Microalga (% peso seco) Referéncia
Anabaena cylindrica 4-7 Becker, 1994
Botryococcus braunii 29-75 Chisti, 2007

Chlamydomonas rheinhardii 21 Becker, 1994
5; Fradique et al., 2010;
Chlorella vulgaris 14-22; Becker, 1994;
5-58 Mata et al., 2010
Crypthecodinium cohnii 20 Chisti, 2007
Cylindrotheca sp. 16-37 Chisti, 2007
Dunaliella primolecta 23 Chisti, 2007
. . 17-71; Mata et al. 2010;
bunaliella tertiolecta 17 Gouveia & Oliveira, 2009
Euglena gracilis 14-20 Becker, 1994
25; Mata et al., 2010;
Haematococcus pluvialis 16-35; Damiani et al., 2010;
40 Zhekisheva et al., 2002
Isochrysis galbana 7-40 Mata et al., 2010
Nannochloris sp. 20-35 Chisti, 2007
Nannochloropsis sp. S .ChIStI' .20(.)7;
29 Gouveia & Oliveira, 2009
35-54; Chisti, 2007;
Neochloris oleoabundans 29; Gouveia & Oliveira, 2009;
56 Gouveia et al., 2009
it 45-47; Chisti, 2007;
16-47 Mata et al., 2010
Pavlova salina 31 Mata et al., 2010
Phaeodactylum tricornutum 20-30 Chisti, 2007
Porphyridium cruentum 9-14 Becker, 1994
12-14; Becker, 1994;
Scenedesmus obliquus 11-55; Mata et al., 2010;
18 Gouveia & Oliveira, 2009
Schizochytrium sp. 50-77 Chisti, 2007
Spirogyra sp. 11-21 Becker, 1994
Spirulina platensis 4-9 Becker, 1994
Tetraselmis sueica 15-23; Chisti, 2007

1.2 Producao de biomassa algal

O processo de producdo da biomassa algal apresenta diversas vantagens comparativamente as
culturas energéticas tradicionais, tendo a biomassa algal mdultiplas aplicagdes (bioenergia,
farmacéutica, alimentar, cosmética). Nas culturas energéticas oleaginosas um ciclo de producdo dura
de 3 meses a 3 anos, no caso das microalgas, a producdo de éleo pode comecar entre 3 e 5 dias,
podendo o éleo ser recolhido diariamente. Estes organismos sdo produzidos ao longo de todo o ano,
ao contrario da maior parte das culturas vegetais, que sdo sazonais. Por terem uma elevada eficiéncia
fotossintética, possuem maior taxa de crescimento relativamente as plantas superiores, tendo uma
capacidade de mitigar quantidades de CO, muito superior a qualquer outra cultura oleaginosa. As
microalgas ndo necessitam que lhes seja fornecida dgua potavel nem fertilizantes, sendo possivel
obterem os nutrientes a partir de aguas residuais. Por fim, devido as baixas exigéncias de cultivo destes
microrganismos, as culturas podem ser implementadas em terrenos degradados, baldios, desertos e
até em estruturas off-shore, eliminando assim a competi¢cdo com o setor alimentar (Demirbas, 2011).
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Uma cultura de microalgas para producdo de biocombustiveis a escala industrial requer uma
guantidade elevada de nutrientes para atingir taxas de crescimento interessantes, nomeadamente
azoto, na forma de nitrato, e fosforo, na forma de ortofosfato. Normalmente estes nutrientes sdo
fornecidos na forma de fertilizantes quimicos ou inorganicos, por reduzirem o risco de contaminacgdes
no meio de cultura e permitirem a reutilizacdo da dgua. No entanto, alguns estudos de avaliacdo do
ciclo de vida (LCA) revelaram que cerca de 50% da energia consumida e da emissdo de gases com efeito
de estufa (GEE) estavam associados a utilizagcdo destes fertilizantes quimicos, o que torna esta op¢éo
muito pouco sustentdvel do ponto de vista econdmico e ambiental (Lam & Lee, 2012; Clarens et al.,
2010). Esta desvantagem pode ser eliminada a custa do crescimento da biomassa microalgal usando
aguas residuais, uma estratégia que permite o tratamento dos efluentes, concomitantemente com a
obtencdo de uma biomassa, que podera ser valorizada energeticamente e/ou com a obtenc¢do de
compostos de alto valor acrescentado.

O parametro que mais influencia a cinética de crescimento das microalgas é a luz. A taxa de
crescimento das microalgas aumenta com o aumento da intensidade da luz, até um determinado valor.
A iluminacdo pode ser fornecida de forma natural, artificial ou por conjugacdo de ambas. A
intensidades luminosas elevadas os ciclos de luz/escuriddo também influenciam a producdo de
biomassa algal porque, nestas circunstancias, podem ocorrer danos no fotossistema Il, levando a
reducdo da atividade fotossintética. Assim, durante o periodo de escuriddo as células tém
oportunidade de reparar os danos induzidos pela luz (Pires et al., 2012).

Um outro fator necessdario a producao de biomassa algal é o fornecimento de CO; a cultura. O
didxido de carbono pode ser fornecido a partir de gases de combustdo, que contém cerca de 10 a 20%
de CO,, ou por injecdo de ar atmosférico, que contem menos de 1% de CO,. A injegao de gases na
cultura fomenta também a agitacdo do meio, outro fator necessario para evitar a deposicdo das células
e para permitir as células a intermiténcia luz/escurid3o.

Outros parametros que afetam a produtividade da cultura sao a temperatura, o pH, a salinidade,
a qualidade e quantidade dos nutrientes fornecidos, a concentracdo de oxigénio dissolvido e a
presenca de metais pesados (Pires et al., 2012).

As microalgas possuem, muitas vezes, a capacidade de se adaptarem metabolicamente a
alterac¢Oes das condi¢cdes ambientais, pelo que a producdo de microalgas pode também ser conduzida
heterotroficamente para algumas espécies, o que significa que a cultura consegue crescer na auséncia
de luz e utiliza compostos organicos como fonte de carbono e energia, tais como acetato, glucose,
glicerol e etanol. A producdo autotrdfica pressupGe que as microalgas utilizem a luz como fonte de
energia e o CO, como fonte de carbono (inorganico) (Kirrolia et al., 2013; Mata et al., 2010).

O cultivo de microalgas heterotroficas apresenta varias vantagens, entre elas a eliminacdo da
necessidade de luz, o bom controlo do processo produtivo e o baixo custo da colheita, porque a
densidade celular obtida é muito mais elevada, assim como o conteido em 6éleos. No entanto se a
fonte de carbono organico for proveniente de culturas alimentares, estaremos a competir com o setor
alimentar, além disso o processo heterotrofico envolve respiragdo, com libertacdo de CO; (Kirrolia et
al., 2013; Lam & Lee, 2012), o que é pouco vantajoso do ponto de vista ambiental.

As culturas de microalgas podem ainda ser produzidas mixotroficamente, ou seja, utilizando
carbono organico e luz. Usualmente a realizagao da fotossintese é a fonte principal de energia, no
entanto, os compostos organicos e o CO, sdo essenciais (Kirrolia et al., 2013; Mata et al., 2010). O
crescimento das culturas em sistemas mixotréficos produz entre 3 e 10 vezes mais biomassa do que



Microalgas: do tratamento de efluentes para a Biorrefinaria

os sistemas autotréficos, constituindo eventualmente uma alternativa competitiva a produgao
convencional de gasdleo (Kirrolia et al., 2013).

Presentemente, apenas o processo autotrdfico é técnica e economicamente vidvel para cultivar
microalgas a escala comercial, frequentemente conduzido em ambiente exterior com luz solar
abundante e gratuita (Lam & Lee, 2012).

Pode haver vantagem em associar a producdo autotréfica com a heterotroéfica, ligando os dois
reatores através da fase gasosa. Esta situacdo possibilita a troca de O, e CO; entre eles, beneficiando
o processo global de um efeito simbidtico. Esta experiéncia foi realizada com Chlorella protothecoides
e alcangou uma produtividade e conteldo lipidico mais elevados do que a produc¢do separada num
reator autotrofico, heterotrofico ou mixotréfico (Santos et al., 2011).

A produgdo comercial de microalgas em larga escala iniciou-se em 1960’s no Japao, com a
cultura de Chlorella sp., mas sé na década de oitenta é que se comegaram a produzir em larga escala
outras microalgas, como Dunaliella salina para B-caroteno, e s6 mais recentemente Haematococcus
pluvialis, como fonte de astaxantina (Spolaore et al., 2006).

1.2.1 Fotobiorreatores para produc¢ao de microalgas

A producdo de microalgas pode ser conduzida em tanques abertos (raceway ponds) (Figura 1.1)
(http://www.ieaghg.org) ou em sistemas fechados. Estas estruturas fechadas - fotobiorreatores (PBR)
- podem apresentar-se em forma tubular ou em painéis (Figura 1.2) (http://npdeas.blogspot.pt/), e ser
produzidas em diversos materiais. Sendo sistemas fechados ndo ocorrem trocas diretas com os gases

exteriores e estdao mais protegidos dos contaminantes.

Figura 1.1 — Tanques abertos para producdo de Figura 1.2 — Fotobiorreatores tubulares na NPDEAS,
microalgas em Earthrise Farms, California, Universidade Federal do Parand, Curitiba,
EUA (Fonte: http://www.ieaghg.org) Brasil (Fonte: http://npdeas.blogspot.pt/)

Os tanques abertos foram os primeiros a ser utilizados para a producdo de microalgas, na década
de oitenta. Os fotobiorreatores fechados foram sendo implementados com o intuito de colmatar
alguns dos problemas dos sistemas abertos (Lee, 1986). Nas Tabelas 1.2 e 1.3 encontram-se as
principais vantagens e desvantagens de cada um dos sistemas de producdo de biomassa microalgal
(Lam & Lee, 2012; Pires et al., 2012; Singh & Sharma, 2012; Demirbas, 2010).
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Tabela 1.2 - Principais vantagens e desvantagens dos tanques ABERTOS (Lam & Lee, 2012; Pires et al., 2012;
Demirbas, 2010).

Vantagens Desvantagens

Simplicidade na operagao Elevado grau de contaminagao

Menor investimento Necessidade de grandes extensdes de terra
Baixos consumos energéticos Sujeitos as condig¢des climdaticas

Menores custos de produgdo Ocorréncia de elevada evaporagdo

Impossibilidade de controlo de varios parametros
de operagao
Menores produtividades

Tabela 1.3 — Principais vantagens e desvantagens dos fotobiorreatores FECHADOS (Lam & Lee, 2012; Pires et al.,
2012; Singh & Sharma, 2012; Demirbas, 2010).

Vantagens Desvantagens

Possibilidade de produzir monoculturas Complexidade na operagao
Controlo dos parametros de operacdo Elevado investimento

Reduzido grau de contaminagao Elevados consumos energéticos
Menor necessidade de area de implantagao Elevados custos de producdo

Maiores produtividades

Maior homogeneidade de producao

Menores perdas de CO>

Produgao de compostos biofarmacéuticos
complexos

Os fotobiorreatores tém assim, como grande vantagem, uma maior produtividade por
possibilitarem uma concentracdo de biomassa superior, ndo necessitando de areas muito extensas
para a producdo. Tém também um tempo de colheita mais curto, permitem produzir monoculturas e
controlar todos os fatores de producdo (nutrientes, concentragdo de CO,, temperatura, pH). Contudo,
consomem mais energia, o que resulta em maiores custos de producdo (Suali & Sarbatly, 2012; Parmar
et al., 2011; Demirbas, 2010). Também a implantacdo de todo o sistema produtivo é mais complexa o
gue conduz a custos mais elevados. Porém, nos ultimos anos tém vindo a ser desenvolvidos materiais
mais simples e baratos para os fotobiorreatores o que tem tornado estes sistemas mais apelativos
(Pires et al., 2012; Suali & Sarbatly, 2012; Demirbas, 2010).

No entanto, a produtividade nos fotobiorreatores é influenciada por diversos fatores, entre eles
as espécies de microalgas utilizadas, a localizagdo geografica, a concentracdo de biomassa utilizada, o
diametro dos tubos, a distancia entre eles e o nimero de tubos por bloco. Os quatro ultimos fatores
relacionam-se estreitamente e tém de ser muito bem estudados em conjunto, antes de serem
implementados devido ao angulo da incidéncia solar. Um estudo recente comparou trés localizacGes
(Holanda, Franca e Argélia) através de modelos e encontrou diferengas muito significativas no que
seria ideal para cada caso (Slegers et al., 2013).

1.2.2 Utilizacao de aguas residuais

Para a producdo de microalgas os nutrientes podem ser fornecidos através de aguas de
escoamento superficial de terras préximas ou canalizando as aguas residuais das estacdes de
tratamento (Pires et al., 2012). A utilizagcdo de aguas residuais provenientes de tratamento primario
ou secundario é uma solucdo atrativa do ponto de vista econdmico e ambiental e contem
normalmente azoto e fdsforo suficientes. Na estacdo de tratamento de dguas residuais esses
nutrientes tém de ser retirados, pois contribuem fortemente para a eutrofizagdo das massas de agua,
e esse tratamento consome cerca de 60 a 80% da energia total (Lam & Lee, 2012). O uso de microalgas
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no tratamento das aguas residuais obvia o problema e produz concomitantemente uma fonte de
bioenergia.

Aideia da utilizacdo de microalgas no tratamento de dguas residuais ndo é recente, mas é ainda
muito limitada em larga escala. A remogao de fosforo das dguas residuais é particularmente dificil, mas
as microalgas sdo muito eficientes nesta remocao, assim como de azoto e metais pesados, razao pela
qual podem desempenhar um papel muito importante nesta remedia¢do (Pittman et al., 2011). No
entanto, esta estratégia ainda ndo esta completamente estudada, ja que a utilizacdo de aguas residuais
se torna dificil para culturas a escala laboratorial e potencia a sua contaminac¢do com bactérias e virus
(Lam & Lee, 2012).

Segundo varios investigadores, a Unica forma economicamente vidvel de obter biomassa algal
para produzir biocombustiveis em larga escala, minimizando os impactos ambientais, é utilizar as
microalgas para o tratamento de aguas residuais (Abdelaziz et al., 2013A; Park et al., 2011; Pittman et
al., 2011). Alguns estudos demonstraram a eficiéncia de algumas espécies de microalgas em remover
os nutrientes das dguas residuais urbanas. Yan (2013) analisou a microalga Chlorella vulgaris revelando
que aremocao dos nutrientes é largamente influenciada pelo racio C/N e concluindo que o racio étimo
de C/N é 5:1.

A producdo de microalgas pode ser também associada a complexos industriais de forma a
possibilitar que o CO; produzido nesses locais seja utilizado. A combinagdo da fixagdao do didxido de
carbono proveniente dos gases de combustdo com a remogdo dos nutrientes das dguas residuais na
producdo de microalgas é uma alternativa muito promissora, tanto do ponto de vistaeconémico como
ambiental.

Em Portugal os parametros definidos para a libertagcao de aguas residuais relativamente ao
azoto, fésforo e caréncia quimica de oxigénio (CQO) sao definidos pelo Decreto de lei n2 176 (1998)
(Tabela 1.4).

Tabela 1.4 — Valores limite de emissdo na descarga de aguas residuais (Decreto de lei n? 176, 1998)

Parametro Valor limite de emissdo
cQo 150mg O,/L

Fésforo Total 10mg P/L

Azoto amoniacal 10mg NHa/L

Azoto total 15 mg N/L

Nitratos 50 mg NOs/L

Uma vez que as aguas residuais sdo um meio propicio ao desenvolvimento de muitos
microorganismos, a produtividade da biomassa algal que se pretenda fazer crescer pode diminuir
devido a predagdo e competicdo direta pelos nutrientes. Por esta razdo, a realizacdo de um pré-
tratamento da dgua residual pode ter efeitos muito benéficos na produtividade. Um dos métodos
possiveis é a pré-desinfecdo com raios ultravioleta. Um estudo em tanques abertos revelou que a
densidade ética e a percentagem de clorofila eram superiores no tanque tratado, o que indicava maior
produtividade algal. No entanto, a biomassa total era superior no tanque ndo tratado. Apesar destas
diferencgas, a eficiéncia de remocado de carbono organico, de azoto amoniacal e de fosforo solivel e a
caréncia quimica de oxigénio foi muito similar em ambos os tanques (Santiago et al., 2013).

1.2.3 Caréncia de nutrientes e produtividade em 6leos
A caréncia de alguns nutrientes leva as microalgas a comportarem-se de forma diferente
relativamente as suas reservas. Sabe-se que em condicdes de deficiéncia de azoto as microalgas
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tendem a acumular uma quantidade superior de lipidos, de aglcares e de pigmentos, no entanto essa
caréncia conduz a um menor crescimento da biomassa algal. Esta situacdo é explicada porque a
abundancia de azoto no meio favorece a sintese de amido nas microalgas, que suporta o seu
crescimento (Lam & Lee, 2012). Contudo, em condicBes de défice de azoto a via da sintese de amido é
bloqueada e o carbono fixado pela fotossintese é redirecionado para produzir acidos gordos, o que
conduz a uma acumulacao superior em lipidos. Como o amido é a fonte de carbono e energia das
células ird esgotar-se, reduzindo a eficiéncia da fotossintese e levando a uma menor producdo de
biomassa (Lam & Lee, 2012).

Diversos estudos demonstraram que a producdo de microalgas sem azoto induz o aumento de
lipidos nas células. No caso da Neochloris oleabundans esse conteludo atingiu os 56% (Gouveia et al.,
2009), para Scenedesmus acutus a produtividade total de lipidos passou de 29,51mg L™ dia™ para
80,99mg L™* dia™ na cultura sem azoto (Damiani et al. 2010). O excesso de luz pode também induzir
aumentos no contetdo em dleos, assim como em alguns pigmentos, como astaxantina no caso da
Haematococcus pluvialis (Zhekisheva et al., 2002) ou cantaxantina/astaxantina na Chlorella vulgaris
(Gouveia et al., 1996) e Chlorella protothecoides (Campenni’ et al., 2013).

Outra forma de induzir stress a cultura de microalgas é aumentar a concentragdo de sais no
meio, nomeadamente cloreto de sédio. Campenni’ e colaboradores (2013) testaram diferentes
concentracdes de NaCl e obtiveram mais carotendides e lipidos nas células de Chlorella protothecoides
para a concentracdo de 20g/L de NaCl (Campenni’ et al., 2013).

1.3 Colheita

Apds o crescimento das microalgas, podera seguir-se uma fase de colheita, onde se faz a
separac¢do da biomassa do meio de cultura (liquido) onde se encontram (Lam & Lee, 2012). Quase todos
os métodos de produgdo de biomassa algal originam solug¢des diluidas, com 0,02 a 0,05% de sdlidos
(Abdelaziz et al., 2013B). Sendo estes organismos microscopicos e se encontrarem em concentragoes
muito diluidas, a sua colheita e consequente separacdo, é um processo com elevados gastos
energéticos que constituiu sempre um constrangimento a exploracdo em larga escala de culturas de
biomassa algal. A maioria dos processos de colheita apresenta diversas desvantagens como custos
muito elevados e contaminacGes com agentes floculantes que impossibilitam a utilizacdo dessa
biomassa para alimentagdo (Poelman et al., 1997).

Os processos convencionais utilizados para a colheita de microalgas podem constituir mais de
30% do custo total da biomassa algal e sdo geralmente realizados em duas fases (Demirbas, 2010).
Primeiro as microalgas em suspensao sdo aglutinadas, normalmente por processos de sedimentacdo
natural, floculacdo ou flotacdo e seguidamente concentra-se a biomassa por processos de filtracdo ou
centrifugacdo. A escolha do método depende da dimensdo da cultura, da espécie, da densidade
celular, das condi¢des em que a cultura é produzida e do mercado e valor comercial do produto final
(Abdelaziz et al., 2013B; Demirbas, 2010).

Estudos de LCA em que se realizaram apenas os processos de centrifugacao ou filtracao por
prensagem revelaram que a energia consumida nestes processos constituia cerca de 90% de toda a
energia utilizada no LCA. Isto significa que as técnicas iniciais de separacdo da suspensdo de microalgas
podem ter um impacto muito significativo na redu¢do do consumo energético da colheita, e posterior
secagem da biomassa algal, que se reflete no balango energético de todo o processo produtivo dos
biocombustiveis. Atualmente a centrifugacdo e filtracdo ainda ndo sdo métodos energeticamente
vidveis para a colheita de microalgas a escala comercial, por envolverem extensos consumos
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energéticos, elevados investimentos e custos de manutengao que impossibilitam a pratica operacional
alongo prazo (Lam & Lee, 2012).

O processo de flotagdo consiste em borbulhar ar através da suspensado de microalgas levando a
que estas se aglomerem a superficie, como uma escuma, sendo depois facilmente recolhidas (Parmar
et al., 2011). A eficiéncia deste processo depende de fatores como o pH e a forga idnica, que devem
ser otimizados antes de se usar a técnica. A adi¢do de sais polieletrdlitos e sais de aluminio ou ferro
podem melhorar essa eficiéncia. A flotagdo é um método mais vantajoso e operacional do que a
sedimentacdo (Abdelaziz et al., 2013B).

Os processos de decantagdo ou sedimenta¢do podem ser também utilizados, mas uma vez que
tém por base a diferente densidade do meio e das particulas a separar, e nas microalgas a densidade
€ muito similar a do prdprio meio, acaba por ser um processo muito lento. Esta limitacdo é visivel no
caso da Chlorella sp., cuja densidade (1,070g.cm™3) é muito préxima da da dgua doce ou salgada, cerca
de 0,998 e 1,025g.cm™ a 20°C, respetivamente. O tempo médio de sedimentacdo para as microalgas
é normalmente muito longo e ronda os 0,1 a 0,2m.dia™ para algas verdes e diatoméceas. Outra
limitacdo é a necessidade de muito espaco (Abdelaziz et al., 2013B).

A separacdo por ultrassons é uma técnica que ainda esta em desenvolvimento e que para ser

aplicada em larga escala necessitara de muito mais estudos, principalmente no caso da producdo em
tanques abertos. Consiste basicamente em submeter as células em suspensao a uma onda ultrassénica

e quando o campo é desligado as cé
(Suali & Sarbatly, 2012).

ulas agregadas sedimentam rapidamente pela forga da gravidade

A filtracdo é um processo fisico de separagdo de particulas sélidas em suspensdo num fluido,
com o recurso a um filtro ou membrana onde os sélidos ficam retidos. As membranas caraterizam-se
por serem eficientes e seguras neste processo, no entanto para a colheita de biomassa algal podem
revelar-se insatisfatérias por se tornar um método demorado. As membranas vao colmatando durante
o processo de separagao devido a adsorg¢do, ao aumento da concentracdo dos compostos na superficie
da membrana e ao entupimento dos poros. Existem alguns métodos que podem ser usados para evitar
a colmatacdo dos poros, tais como utilizar fluxo cruzado em vez de filtracdo frontal, trabalhar com
velocidades elevadas e escolher um sistema que induza instabilidade perto da superficie da
membrana. Para microalgas com estruturas frageis devera ser selecionado um sistema de bombagem
adequado, ja que este método induz uma elevada tensao de corte nas células, tal como sucede com a
centrifugacdo. Um sistema amplamente utilizado na colheita de células é o processo de filtragdo com
fluxo tangencial (TFF), no qual o fluxo principal é paralelo a membrana filtrante e perpendicular ao
fluxo permeado (Pires et al., 2012).

Este método apresenta elevados custos de manutencdo, devido a substituicdo das membranas
e a bombagem, consumindo bastante energia (0,3 a 2kWh.m). No entanto, j& é utilizado em larga
escala (Abdelaziz et al., 2013B).

1.3.1 Floculagao

A floculagdo é uma técnica para aumentar o tamanho dos agregados de células que tendem a
depositar posteriormente por gravidade, facilitando a sua separa¢do do meio onde se encontram.
Usualmente é adicionado um composto ao meio (o floculante) que perturba a estabilidade das
particulas em suspensdo, incluindo os microorganismos, levando a que estas se agreguem (Suali &
Sarbatly, 2012).
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A floculagdo pode ser atingida de diferentes formas: floculagdo quimica, biofloculagdo e
eletrofloculagdo. E um processo muito utilizado nas culturas de microalgas, por ser simples, rapido e
apresentar custos muito mais reduzidos do que outros métodos de colheita (Pires et al., 2012). O seu
uso é no entanto limitado, devido a contaminacdo da biomassa, dependendo assim da aplicacdo
subsequente da mesma.

Os floculantes mais eficazes sdo os de elevado peso molecular, normalmente polimeros, e
podem ser naturais ou sintéticos (Suali & Sarbatly, 2012). O processo torna-se mais eficiente quando é
introduzido na cultura um coagulante que se encontra eletricamente carregado com carga positiva.
Isto sucede porque as células das microalgas tém sempre carga negativa o que leva a que se repilam
umas as outras ficando em suspensdo por longos periodos de tempo, mesmo sem agitacdo. O
coagulante positivamente carregado vai neutralizar as cargas das microalgas. Desta forma, quando é
introduzido o floculante este ird promover a aglomeragdo entre as células neutralizadas e a criagdo de
fléculos densos que depositam naturalmente pela agdo da gravidade (de Godos et al., 2011).

Os agentes floculantes vulgarmente mais aplicados sdo o sulfato de aluminio e os cloretos de
aluminio ou ferro. Por vezes é adicionada solugao de hidréxido de sddio para aumentar o pH do meio
e levar a deposicdo mais rapida das células em suspensao (Pires et al., 2012). Contudo, os floculantes
podem ter alguns inconvenientes, dependendo da sua composicdo, e contaminar a biomassa algal. No
caso, por exemplo, dos sais polivalentes torna-se necessario utilizar dosagens elevadas para obter
resultados satisfatérios e a sua eficacia é altamente dependente do pH. Para além disto leva a
formacao de grandes quantidades de lamas o que dificulta posteriormente a desidratacdo da biomassa
(Lam & Lee, 2012).

A floculagdo permite atingir eficiéncias de colheita superiores a 90% e densidades de biomassa
da ordem dos 15g/| e, para além disso, carateriza-se por ser um processo operacional simples e de
baixos custos, fatores importantes para a producdo de biocombustiveis (Pires et al., 2012).

A utilizacdo de polimeros organicos como floculante, caso do amido, por exemplo, é mais
recomendavel por se tratar de um composto biodegraddvel e ndo téxico e tem atraido o interesse dos
investigadores. No entanto, no uso comercial os floculantes sdo sobretudo sintéticos. E importante
referir que os floculantes catidnicos sao ineficazes para as microalgas marinhas devido a inibi¢cdo da
forga iénica da dgua do mar (Lam & Lee, 2012; Suali & Sarbatly, 2012).

Um outro floculante que tem vindo a ser testado é a quitosana, um subproduto da industria do
camardo e caranguejo, produzido a partir da quitina das carcacas destes animais. J4 é amplamente
utilizado em diversas industrias, como a alimentar, quimica e farmacéutica, pois é um produto nao
téxico e um polimero policatidnico biodegradavel que ja provou ser promissor como floculante de
microalgas (Abdelaziz et al., 2013B).

Uma nova linha de investigacdo nas tecnologias da floculagdo sdo os biofloculantes ou
floculantes microbiais que resultam de um processo dinamico de sintese de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) por células vivas. Bactérias, fungos e actinomicetas foram identificados como
microorganismos produtores de biofloculantes como polissacaridos, proteinas funcionais e
glicoproteinas (Lam & Lee, 2012). A biofloculacdo é uma alternativa muito interessante porque
apresenta custos reduzidos e ndo conduz a contaminagdes com ides metalicos. A escala industrial o
meio de cultura pode ainda ser reutilizado, diminuindo o custo com nutrientes e a recuperacdo de
agua. Porém, existe a necessidade de misturar grandes volumes de cultura, sendo necessario avaliar a

energia gasta no processo (Pires et al., 2012).
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1.3.2 Eletrocoagulacdo/ eletrofloculacao/ eletroflotacao

A eletrocoagulacdo também apresenta custos reduzidos e ndo conduz praticamente a
contaminacGes da biomassa algal (sdo libertados iGes metalicos dos elétrodos durante o processo),
possibilitando a utilizagdo da biomassa para alimentagdo animal e humana (Pires et al., 2012).

A eletrocoagulagdo, ou eletrofloculagdo, baseia-se no principio do movimento de particulas
eletricamente carregadas, num campo elétrico. Uma vez que as microalgas apresentam carga negativa,
sdo atraidas para o anodo. Quando o alcangam, perdem a sua carga e ficam em condi¢do de formar
agregados de algas. Como a eletrdlise da dgua origina a produc¢do de hidrogénio e oxigénio gasoso
junto aos elétrodos, as bolhas de oxigénio produzidas sobem a superficie trazendo consigo agregados
e flocos de algas, que podem ser facilmente recolhidos (Poelman et al., 1997).

Poelman (1997) conduziu experiéncias com eletrocoagulagdo em diversas espécies de
microalgas atingindo eficiéncias de recuperacdo de biomassa superiores a 90% em 35 minutos. Nesses
estudos os elétrodos eram de aluminio e encontravam-se quase no fundo do reservatério. A eficiéncia
do processo variou em fung¢do da quantidade e da distancia a que foram colocados os anodos dos
catodos. Quanto maior é a distancia entre elétrodos, menor é a quantidade de energia consumida,
mas maior é a duracdo do processo, até um determinado limite. No entanto, pode-se chegar a um
compromisso entre o consumo energético do processo e a duracdo do mesmo, atingindo consumos
de 0,3kWh.m3 com eficiéncias de 96% para a floculacdo em 75 minutos ou atingindo a mesma
eficiéncia em 45 minutos gastando o dobro da energia.

Numa outra investigacdo, com um método denominado eletro-coagulacdo-flotacdo, foram
utilizados elétrodos de aluminio e detetou-se que a presenca de iGes cloro promovia a remogado das
microalgas. A intensificacdo do processo pelos ides cloro devia-se ao facto de estes conduzirem a uma
libertac3o superior de ides Al** dos elétrodos e minimizarem a corros3o e a deposi¢do de um filme de
oxido na superficie dos anodos (Gao et al., 2010).

O processo de eletrofloculacdo é simples de controlar e facilmente ampliavel para realidades a
escala comercial. E uma técnica com parco consumo energético e pouco dispendiosa do ponto de vista
de investimento, distanciando-se pela positiva de técnicas como a centrifugacdo, a flotagdo com
floculantes ou a sedimentacdo com floculantes (Poelman et al., 1997).

Segundo Abdelaziz (2013B) se o processo for otimizado em termos de tempo e voltagem é
possivel atingir recuperagcdes de biomassa superiores a 98%. A utilizagdo de eletrocoagulagdo antes da
centrifugacdo diminui drasticamente a energia necessaria para a colheita, resultando em custos na
ordem dos $0,19kg™ (0,15€ kg!) de biomassa seca livre de cinzas. Algumas pesquisas tém demonstrado
gue os anodos de aluminio sdo mais eficientes do que os de ferro (Vandamme et al., 2011), permitindo
concluir que o processo de eletro-coagulacdo-flotacdo é mais eficiente do que a centrifugacao, nas
condigbes 6timas (Abdelaziz et al., 2013B).

Uma investigacao realizada com Nannochloropsis sp. revelou que a eletrocoagulacao pode
atingir eficiéncias de recuperagao de biomassa superiores a 97%, utilizando densidades de corrente de
8,3mA.cm™ durante 10 minutos. A avaliacio da biomassa mostrou que n3o existiam diferencas
significativas na quantidade e qualidade dos acidos gordos, nem dos pigmentos depois do tratamento
com este método (Matos et al., 2013). Também para Chlorococcum sp. e Tetraselmis sp. se atingiram
eficiéncias de 99% e 98%, respetivamente (Uduman et al., 2011).

Um estudo com uma cultura mista de Scenedesmus acutus e Chlorella vulgaris, produzidos em
aguas residuais, comparou a eficiéncia de recuperacdo da biomassa do floculante sulfato de aluminio
com a da eletrocoagulacdo, concluindo que a segunda hipdtese era mais eficiente por ser mais
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econdmica e rapida, com a vantagem de haver menor probabilidade de contamina¢des com hidréxidos
metalicos (Uduman et al., 2011).

E importante ter em consideracdo que a concentracdo da microalga no meio e a fase de
crescimento em que se encontra a cultura influencia a eficiéncia deste método (Matos et al., 2013).

Assim, alguns investigadores sugerem que os métodos eletroquimicos podem ser seguros,
rentaveis e ambientalmente sustentdveis (Abdelaziz et al., 2013B).

1.3.3 Centrifugacao

A centrifugacdo é um processo de separagdo entre sélidos e liquidos que utiliza a agdo da forga
centrifuga para promover, de forma acelerada, a deposi¢do das particulas suspensas num liquido. A
centrifugacdo é a técnica mais utilizada em laboratdrio para realizar a colheita de microalgas por ser
rapida e ndo necessitar de reagentes. Para além disso apresenta eficiéncias muito elevadas, cerca de
95 a 100% para centrifugacdes a 13000g e 80 a 90% de eficiéncia para centrifugacdes a 500-1000g
(Abdelaziz et al., 2013B). Contudo, possui varios inconvenientes como o elevado gasto energético de
operac¢do e em equipamento e a exposi¢ao das células a elevadas forgas gravitacionais e de corte, que
podem danificar a sua estrutura celular. Para aplicacbes em larga escala é um processo demasiado
dispendioso, so6 se justificando para produtos de alto valor. Para espécies de microalgas marinhas ndo
é economicamente vidvel porque a presenca de sais aumenta a velocidade de corrosdo dos materiais
(Pires et al., 2012).

A titulo de exemplo, uma centrifuga consegue fazer a colheita de um tanque de microalgas com
115m? e 0,3m de profundidade numa hora, no entanto é um processo energeticamente intensivo
(8kWh.m™3). Se pensarmos numa densidade de algas de 0,02% p/p em peso seco, com um contetdo
em Oleo de 30%, até obtermos uma pasta de 20% p/p, numa hora a centrifuga conseguiria fazer a
colheita de 35000 litros, que renderiam 7kg de biomassa algal, que por sua vez conteriam 2,1kg de
lipidos. Com uma extracdo/transesterificacdo com uma eficiéncia de 90% seriam obtidos 1,89kg de
esteres metilicos de acidos gordos (FAMEs) que originariam 19,8kWh. No entanto, sé a utilizacdo da
centrifuga consumiria 49kWh. Esta é a razdo pela qual este tipo de processo esta longe de ser
sustentavel (Abdelaziz et al., 2013B).

1.4 Secagem

Depois da biomassa algal ser colhida é necessario proceder a sua secagem. Ao contrdrio do que
sucede nas culturas energéticas terrestres, a secagem extensiva da biomassa algal é absolutamente
necessaria para a producao de biocombustiveis liquidos, como biodiesel, uma vez que a dgua iria inibir
alguns dos processos seguintes, nomeadamente a extracdo de lipidos e a transesterificacdo (Lam &
Lee, 2012).

Do ponto de vista ambiental e energético a secagem com recurso a energia solar seria o melhor
método, no entanto este ndo é sempre aplicavel para regides temperadas devido a limitada luz solar
em alguns periodos do ano. Nessas situacdes é necessdrio recorrer a utilizacdo de energia elétrica, ou
diretamente a combustiveis fésseis, para secar a biomassa e assegurar a producdo continua para cada
ciclo da cultura. Um estudo de LCA recorreu a utilizagao de gdas natural para secar a biomassa algal. A
necessidade de utilizar esse combustiveil féssil conduziu a um balango energético negativo na
producdo de microalgas para biocombustiveis, podendo consumir cerca de 70% da energia total do
processo produtivo (Sander & Murth, 2010).
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1.4.1 Em estufa

A secagem em estufa consiste na exposicdo a um fluxo continuo de ar quente do material a
secar, do qual a dgua se evapora. Laboratorialmente a secagem em estufa é o método mais simples
para obter biomassa algal seca (Ratti, 2001). De um modo geral a biomassa é deixada a secar na estufa
entre os 70 e os 100°C, em fungdo do que se pretende valorizar, durante 12 a 24 horas (Ferreira et al.,
2013; Jacome-Pilcoa et al., 2009).

1.4.2 Em liofilizador

Na secagem por liofilizacdo obtém-se biomassa algal seca sem se perderem as propriedades
intrinsecas originais. Este método tem a vantagem adicional de tornar as paredes das células mais
porosas, pela formagao de cristais de gelo no seu interior, que ao quebrarem as paredes melhoram a
extragdo de produtos intracelulares. A liofilizacdo consiste em congelar as amostras abaixo do ponto
supercritico e submeté-las depois a baixas pressdes (1kPa) e temperaturas (-40°C), permitindo que os
cristais de gelo sublimem. Em larga escala este método é apenas utilizado para produtos de elevado
valor, uma vez que é um processo moroso e energeticamente dispendioso, consumindo cercade 4 a 8
vezes mais do que a secagem convencional (Lee et al., 2012; Ratti, 2001).

1.4.3 Em secador solar

A secagem de biomassa algal recorrendo a energia solar estd dependente das condi¢des
climaticas. Por um lado, a elevada temperatura a que a biomassa é sujeita e, por outro, o alto teor de
humidade que a biomassa apresenta podem conduzir a uma decomposicao da mesma durante a
secagem ao sol. A utilizacdo da energia solar para a secagem em larga escala sé podera ser utilizada
quando houver mais know-how nesta tecnologia (Lee et al., 2012).

O Laboratério Nacional de Energia e Geologia (LNEG) concebeu um protétipo de secador solar,
SECMAD, com uma capacidade para 0,28m3 e uma superficie de coletor solar de 0,8m?. Este protétipo
permite secar cerca de 1 a 2 kg de biomassa microalgal passando de um conteiddo em humidade de
85% para 5%, em 3 a 4 horas. Adicionalmente pode operar com uma pequena ventoinha de 20W para
forgar a ventilagdo de ar (Ferreira et al., 2014).

1.5 Rutura celular

Apds a secagem da biomassa algal é necessario proceder a rutura celular para melhor se
proceder a extracdo dos compostos que se pretende valorizar. Muitas vezes a rutura e a extracdo estao
associadas, dependendo do tipo de processo. Os métodos utilizados para fazer a rutura celular sdo
fisicos, quimicos ou enzimaticos, mas sdo muito especificos por se tratar de organismos muito
pequenos e com parede celular. As técnicas fisicas incluem o congelamento e descongelamento, a
moagem, a liofilizagdo seguida de moagem, a prensagem e os ultrassons. Os processos quimicos
incluem a utilizacao de detergentes, de solventes, de agentes quelantes, a extracdo supercritica com
CO,. O uso de enzimas que degradem a parede celular estd em desenvolvimento e ndo é, ainda,
economicamente viavel (Lee et al., 2012; Parmar et al., 2011). Na Figura 1.3 apresenta-se os varios
métodos de rutura organizados por tipo.

A rutura das células para a posterior extracao de lipidos das microalgas é um processo mais
complexo do que a extracdo de lipidos das culturas energéticas terrestres. Isto deve-se ao tamanho
dos organismos e a presenca de uma parede celular espessa que dificulta a libertacdo do contetdo
intracelular, tornando a prensagem mecanica, o método mais comum para as oleaginosas, muito mais
dificil de aplicar (Lam & Lee, 2012).

14



Microalgas: do tratamento de efluentes para a Biorrefinaria

Rutura Celular

I
| [ |

Mecanica e/ou Fisica Quimica Enzimatica
Moinho de bolas Antibidticos Litica
Choque osmético Agentes Quelantes Autdlise
Liofilizacdo Detergentes Fago
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Termdlise (autoclave) Bases
Homegenizador CO, Supercritico
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e Ultrassons

¢ Hidrodinamica
Microfluidizador
Descompressao

Figura 1.3 — Classificacdo dos processos de rutura celular aplicaveis a microalgas (adaptado de Lee et al.,
2012)

Os métodos mecanicos de rutura sao os mais utilizados porque a sua eficiéncia estd menos
dependente da espécie de microalga e conduzem a menores contaminacdes dos compostos extraidos.
Contudo, do ponto de vista energético, estes métodos sdo mais exigentes do que os métodos quimicos
e enzimaticos. A rutura celular é um passo particularmente importante porque ird condicionar o
rendimento em biodiesel. A utilizacdo de moinho de bolas causa danos diretos nas células, baseado na
alta velocidade das bolas metalicas, e € um método que tem sido bem-sucedido quer a nivel
laboratorial, quer a nivel industrial. No entanto, a eficiéncia dos métodos esta dependente das
espécies de microalgas (Amaro et al., 2011).

1.6 Extracao

Para o processo de extracdao de dleos utilizam-se maioritariamente métodos quimicos,
sobretudo o solvente hexano, fluidos supercriticos (CO, ou metano). Este processo utiliza apenas uma
pequena parte (5 a 10%) da energia total necessaria a produ¢do de biocombustiveis a partir de
microalgas (Sander & Murth, 2010).

1.6.1 Com solventes quimicos

A extracdo de lipidos com solventes é o método mais comum para biomassa microalgal,
comummente designado método Soxhlet. Isto deve-se ao solvente quimico ter elevada seletividade e
solubilidade com os lipidos, pelo que mesmo os lipidos intracelulares conseguem ser extraidos por
difusdo, através da parede celular. O solvente mais usado é o n-hexano, mas também se utilizam outros
como o metanol, o etanol e uma mistura de metanol com cloroférmio. Porém, esta técnica apresenta
diversas desvantagens ja que os solventes sdo altamente téxicos, a excegao do etanol que pode ser
obtido de fontes renovaveis, e ndo sdo sustentaveis uma vez que derivam de combustiveis fosseis (Lam
& Lee, 2012).

1.6.2 Acelerada por solvente

A extracgdo acelerada por solvente (ASE) é uma técnica com cerca de 20 anos e genericamente é
a aplicacdo de solventes organicos, a pressao e temperatura abaixo do seu ponto de ebulicdo, com o
intuito de extrair lipidos e pigmentos. Esta técnica assemelha-se a normal extracdo por solventes
guimicos, pelo método Soxhlet. Os solventes utilizados sdao os mesmos e a biomassa seca é também
colocada num cartuxo e depois submetida ao fluido extrator a temperaturas elevadas (50 a 200°C). A
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extracdo é realizada por curtos periodos de tempo, cerca de 5 a 10 minutos a uma pressao entre 34 e
204atm. Posteriormente é usado um gas comprimido, co-solvente, para remover o extrato da amostra
para um outro recipiente (Cooney et al., 2009).

Na maioria dos casos esta técnica é eficiente, se todos os parametros de operagao forem
otimizados. Apresenta como vantagem, comparativamente ao método anterior, a rapidez da extragdo
e a menor quantidade de solvente. No entanto, os solventes continuam a ser toxicos e de origens ndo
renovaveis (Cooney et al., 2009).

Um estudo para otimizar esta técnica na extragdo de antioxidantes da Spirulina platensis
demonstrou que o etanol era o solvente mais eficiente no processo (entre hexano, éter de petréleo,
etanol e agua). Concluiram também que o parametro com maior influéncia é a temperatura de
extracdo, sendo o tempo o parametro menos relevante (Herrero, et al., 2005).

1.6.3 Com CO; supercritico

O principio bdsico da extragdao com fluidos supercriticos é atingir uma determinada fase
(supercritica), que esta para além do ponto critico de um fluido, na qual a separagao das fases liquida
e gasosa desaparece, ficando apenas uma Unica fase homogénea (Sawangkeaw et al., 2010).

Na fase supercritica as propriedades termofisicas, tais como a densidade, viscosidade,
difusividade mudam drasticamente, em fun¢do da temperatura e pressdao. Como resultado, as
alterac¢Oes destas propriedades transformam o fluido num super-solvente, melhorando a eficiéncia de
extracdo. Podem ser utilizados diversos fluidos supercriticos, mas o CO; €, de longe, aquele que tem
despertado maior interesse para a extra¢do de produtos farmacos e relacionados com microalgas (Lam
& Lee, 2012).

Varias sdo as vantagens do uso de CO; supercritico face aos outros solventes quimicos: ndo é
toxico, ndo proporciona um ambiente oxidativo, evitando a degradacdo dos extratos, possui baixa
temperatura critica (cerca de 31°C), evitando a degradacdo térmica dos produtos, tem elevada
difusividade e baixa tensdo superficial, permitindo a penetracdo em poros mais pequenos, e facil
separacdo do CO; a temperatura ambiente apds a extracdo. Para a extracdo supercritica ndo é
necessario que a biomassa esteja seca, podendo ser utilizada sob a forma de pasta, com a vantagem
de ser até mais eficiente desta forma. Isto deve-se ao facto do CO; supercritico ser um solvente ndo
polar e a presenca de agua atuar como um co-solvente polar natural, facilitando a extragdo dos lipidos
polares e melhorando o rendimento da extracdo de lipidos. A principal desvantagem apresentada por
este método é o elevado custo de operacgdo (Lam & Lee, 2012; Amaro et al., 2011).

Segundo um estudo efetuado por Nobre et al. (2013) em Nannochloropsis sp., a extragdo com
CO; supercritico foi mais eficiente, originando maior rendimento em lipidos e pigmentos do que
utilizando o método Soxhlet quer com solvente n-hexano quer com etanol.

1.7 Transesterificacao

A transesterificagdo é o processo através do qual os éleos ou gorduras de origem vegetal ou
animal sdo transformados em biodiesel, ou seja, numa mistura de ésteres metilicos de acidos gordos
(FAME). Estas gorduras sdao compostas por 90 a 98% de triglicéridos, alguns mono- e diglicéridos e
acidos gordos livres, para além de uma quantidade residual de fosfolipidos, carotendides, tocoferdis,
agua e compostos de enxofre (Amaro et al., 2011).
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A reagdo de transesterificacdo ocorre em varias etapas que incluem hidrdlises reversiveis em
série, em que os triglicéridos sdo convertidos em diglicéridos e estes em monoglicéridos, com obtencao
de ésteres de acidos gordos em cada uma das etapas (Amaro et al., 2011; Ehimen et al., 2010).

No processo de transesterificagdo parte-se, assim, de triglicéridos que por reagdo com um alcool

de cadeia curta (normalmente o metanol) originam ésteres metilicos e glicerol, outro alcool, de acordo
com a equacgao 1.

0]
I I
CH,-0-C-R, CH;30-C-R, CH,-OH
) 0
I
CH-O-C-R, + 3CH;0H CH;0-C-R, + CH-OH
Equacao 1 0
[ l
CH;-0-C-Ry CH;0-C-R, CH,-OH
Triglicérido Metanol Esteres Metilicos Glicerol

Embora a estequiometria molar entre dlcool e gordura seja 3:1, o racio molar geralmente
utilizado é de 6:1 para desviar o equilibrio da reacdo no sentido da producdo de FAME. A relacdo entre
a massa de matéria-prima inicial e a de biodiesel final é proxima de 1:1 (Amaro et al., 2011; Rawat et
al., 2011).

De modo a acelerar a reacdo, sdo utilizados catalisadores homogéneos ou heterogéneos, que
por sua vez podem ser basicos ou acidos. Industrialmente a transesterificacdo é realizada recorrendo
a catalise homogénea basica com KOH ou NaOH, por originar maior rentabilidade. No entanto, para
matérias-primas com elevada acidez (mais de 0,5% em peso seco), como é o caso de alguns dleos
sintetizados por microalgas, é necessario recorrer a um catalisador acido (ex: H,SO4), uma vez que os
acidos gordos livres tendem a reagir com o catalisador basico, formando sabdes. A saponificacdo leva
a menores rentabilidades de biodiesel e dificulta a separacdao entre o biodiesel e o glicerol, um
coproduto que também pode ser valorizado. Este processo de esterificacdo/transesterificacdo pode
ser conduzido em duas fases: inicialmente os éleos sdo sujeitos a catdlise acida, permitindo que os
acidos gordos livres sejam convertidos em ésteres alquilicos e, posteriormente, o catalisador basico é
adicionado de modo a obter melhores resultados na transesterificagdo. Este processo em dois passos
foi ja testado com sucesso para algumas matérias-primas e pode ser facilmente reproduzido a escala
industrial, apresentando contudo a desvantagem de utilizar mais catalisador basico do que o
necessario para o processo, de modo a neutralizar o catalisador acido, o que resulta num custo
acrescido para a producdo de biodiesel (Lam & Lee, 2012).

A utilizacdo de catalisadores heterogéneos apresenta como grande vantagem a reutilizacdo dos
mesmos, uma vez que no final do processo o catalisador pode ser facilmente recuperado por filtragao,
o que diminui também o gasto de agua com os ciclos de purificacdo do produto, necessdrios para os
catalisadores homogéneos. Os catalisadores heterogéneos tém como desvantagem precisarem de
mais tempo de reagdo para se obter rentabilidades proximas das dos homogéneos. O dxido de calcio
(CaO) é o catalisador heterogéneo mais comum e foi recentemente testado com a microalga
Nannochloropsis oculata. No entanto, elevados rendimentos foram apenas obtidos quando o CaO foi
suportado pelo Al,O3, por este ultimo aumentar a forga do catalisador. Existe ainda pouca investigacdo
sobre a transesterificacdo de 6leos de microalga com catalisadores heterogéneos (Lam & Lee, 2012).

Se o processo de transesterificacdo for conduzido com fluidos supercriticos, como metanol ou
etanol, em condi¢cOes de pressdo e temperatura acima do ponto critico, ndo sdo necessarios
catalisadores (Amaro et al., 2011).
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Existem, neste momento, poucos estudos sobre a otimiza¢do da conversdo em biodiesel dos
Oleos das microalgas, sendo que a rentabilidade da reacdo depende muito de fatores como a
concentragao do catalisador, o alcool utilizado (metanol ou etanol), a propor¢dao molar entre alcool e
Oleo, a temperatura, a agitacdo e o tempo de reac¢do (Lam & Lee, 2012).

1.7.1 Transesterificacao direta ou in-situ

A transesterificagdo in-situ é um processo simplificado por permitir que a extragdo do dleo e a
sua transesterificacdo ocorram em simultaneo. Desta forma a biomassa contacta diretamente com o
alcool, na presenca do catalisador, reduzindo-se o tempo de reagdo. Os rendimentos de conversado
podem ser superiores a 90%, mas a biomassa algal a utilizar deve conter pouca humidade. O uso de
biomassa algal como uma pasta humida tende a originar conversées negligenciaveis em biodiesel (Lam
& Lee, 2012).

Na transesterificacdo direta o aumento da temperatura e do volume de dalcool aumenta o
rendimento das conversGes em ésteres metilicos. Também a agitacdo do reator tem influéncia positiva
na taxa de formacdo de biodiesel (Ehimen et al., 2010).

Uma equipa de investigadores comparou diferentes solventes para extracdo de lipidos e
posterior transesterificacdo, com a transesterificagdo direta em Chlorella pyrenoidosa. Concluiu que a
mistura de cloroférmio:metanol (2:1 v/v) era a que originava melhores resultados para a extra¢do de
lipidos, enquanto o hexano conduzia aos resultados mais baixos. No entanto para a conversdao em
ésteres metilicos o metanol por si sé obteve os resultados mais elevados. A extracdo e conversdo com
metanol também obteve melhores resultados do que a transesterificagao direta com metanol (D’Oca
etal., 2011).

1.8 Biocombustiveis e outros compostos de valor comercial

Encontrar um fornecimento suficiente de energia “limpa” para garantir servicos energéticos a
sociedade é uma tarefa ardua e estd ligada a estabilidade global, a prosperidade econdmica e a
qualidade de vida. Estas relacbes ddo origem a questdes de debate acerca da escolha de novos
combustiveis produzidos a partir de novas matérias-primas, para complementar ou substituir a rede
energética baseada em combustiveis fosseis.

De acordo com a Agéncia Internacional de Energia a procura energética ird aumentar,
possivelmente em 40% até 2030. A utilizacdo de combustiveis liquidos triplicou entre 2000 e 2007 e
os biocombustiveis contribuem em 10% para o fornecimento global de energia, mas constituem
apenas 1,5% dos utilizados em transportes (Malcata, 2011). Presentemente sdo consumidos
mundialmente 15 terawatts de energia por ano, dos quais apenas 7,8% provém de fontes de energia
renovavel (Jones e Mayfield, 2012).

A Associacdo Europeia de Biomassa Algal estimou que podera levar mais 10 a 15 anos para
transformar experiéncias laboratoriais em producdo a escala industrial de biocombustiveis a partir de
microalgas (Milledge, 2011).

Existem quatro principais tipos de biocombustiveis comerciais (Jones e Mayfield, 2012,

Dermibas, 2011):

(i) Biodiesel, obtido por transesterificacdo, ou outros biodleos obtidos por via termoquimica
(gasificagdo e pirdlise), a partir de culturas oleaginosas e materiais lenhocelulésicos;

(ii) Bioetanol e biobutanol, obtidos via sacarificacdo e fermentacdo de aclcares de culturas
ricas em amido e biomassa lenhoceluldsica, mas também autotroficamente por microalgas;
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(iii) Biogds, obtido por digestdo anaerdbia de residuos agricolas ou animais, ou biomassa
lenhocelulédsica;

(iv) Biohidrogénio, obtido via fermentativa de biomassa algal ou lenhocelulésica em processos
anaerdbicos e autotroficamente por microalgas.

Os biocombustiveis referidos acima, a exce¢ao do biodiesel, ainda apresentam questdes ao nivel
da seguranca de armazenamento e transporte. Os biodlcoois requerem destilacdo para a sua
concentracdo o que limita a energia libertada, além de serem moléculas higroscdpicas, deteriorando-
se com relativa facilidade.

Embora as quantidades de biodiesel, obtido a partir de sementes de oleaginosas, e de bioetanol,
a partir de cana-de-agucar (biocombustiveis de 12 gerac¢ao), tenham vindo a aumentar, a sua producdo
em larga escala ndo é sustentavel. Estes biocombustiveis podem ser misturados com os combustiveis
fosseis numa dada percentagem, mas ndo sera possivel nem sustentavel substituir toda a rede baseada
em combustiveis fosseis por biocombustiveis de 12 geragdo, a nivel dos transportes (Chisti, 2007).

Uma resposta possivel para a substituicdo dos combustiveis liquidos de origem fdssil para os
transportes é utilizar as mesmas fontes que deram origem aos combustiveis provenientes do petrdleo:
microrganismos fotossintéticos, produzindo biodleos (Jones e Mayfield, 2012).

Um valor realista para a producdo de biomassa algal situa-se entre 15 e 25
toneladas.ha.ano.™. Sem otimizar as condi¢Bes de crescimento e assumindo que 0s microorganismos
possuem 30% de lipidos no seu peso seco, isto seria equivalente a uma producdo de éleos de 4,5a 7,5
toneladas.ha.ano. Contudo, para além do elevado contetido lipidico, muitas espécies de microalgas
contém também hidratos de carbono que podem ser usados como substrato para fermentacdo, para
obter bioetanol. Como adicionalmente estes microorganismos fixam o CO, atmosférico ou o CO;
proveniente de gases de combustdo para o seu crescimento a medida que captam a energia solar,
posicionam-se de forma promissora como matéria-prima para a producdo de diversos
biocombustiveis. Estes combustiveis derivados de microalgas estdo entre os biocombustiveis de
terceira geracdo, possibilitando uma nova dimens&o na industria das energias renovaveis (Lam & Lee,
2012).

1.8.1 Biodiesel

Muitas espécies de microalgas podem produzir grandes quantidades de lipidos como produtos
de reserva. Estes lipidos podem ser retirados pelos métodos de extracdo referidos anteriormente e
seguidamente, por transesterificacdo, ser convertidos em biodiesel. Este processo ainda ndo é
economicamente vidvel quando comparado com a utilizagao direta de combustiveis com base no
petrdéleo, mas o facto da restante biomassa algal que nao foi utilizada poder ser ainda processada para
producdo de bioetanol e biofertilizantes é um contributo para viabilizar a utilizacdo de microalgas para
a producdo de biodiesel (Jones e Mayfield, 2012; Gallagher, 2011; Parmar et al., 2011).

Apesar de todas as dificuldades a biomassa algal parece ser a Unica fonte renovavel de biodiesel
capaz de fazer face a procura mundial de combustiveis para os transportes (Demirbas, 2010). Segundo
o mesmo autor (Dermibas, 2011), uma das técnicas mais promissoras é a producdo de biodleos
(produto substituto do gasdleo) a partir de microalgas e sujeitar a biomassa a uma liquefagdo
hidrotérmica, técnica semelhante a pirélise, mas na qual existe um agente oxidante que é a agua.

Para poder ser comercializado, o biodiesel tem de obedecer a uma série de parametros
analiticos (Tabela 1.5) conforme consta da norma europeia de qualidade para biodiesel, EN14214.
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Tabela 1.5 = Alguns parametros de qualidade do biodiesel descritos na EN 14214

Parametro Limite da EN 14214 Método de ensaio

Esteres metilicos >96,5% (m/m) EN 14103

Ester metilico do acido linolénico <12 % (m/m) EN 14103

Esteres metilicos com mais de 4 insaturagdes <1 % (m/m) EN 15779

fndice de acidez <0,5mg KOH/g EN 14104

indice de iodo <120g12/100 g EN 14111

Viscosidade cinematica a 40°C 3,5a 5,0mm?/s EN ISO 3675

Densidade a 15°C 860 a 900kg/m? EN ISO 3675/EN 1SO 12185
Conteudo em agua 500mg/kg EN I1SO 12937

1.8.2 Bioetanol

A biomassa algal apresenta elevado potencial para a producdo de bioetanol devido ao seu alto
teor em aglcares, sob a forma de polissacarideos (na parede celular e em amido) e baixo conteido em
lenhina e hemiceluloses, comparativamente as plantas superiores (Jones & Mayfield, 2012). A
producdo de microalgas apresenta a grande vantagem de ndo competir com a producdo alimentar,
situacdo que ndo acontece com as outras matérias-primas de 12 geragdo usadas para a producdo de
bioetanol, caso da cana-de-agucar, do milho ou da beterraba sacarina. Por outro lado, as matérias-
primas de 22 geragdo, como a madeira e as palhas de arroz e de milho, sdao biomassa lenhoceluldsica
e, como tal, tém de sofrer pré-tratamentos severos para quebrar a estrutura complexa da lenhina e
diminuir a fracdo de celulose cristalina, convertendo-a em celulose amorfa, para poderem ser usadas
para a producdo de bioetanol. Esses pré-tratamentos necessitam de muita energia e tém impactos
negativos no ambiente. As microalgas tém a vantagem de ndo conterem lenhina, mas muitos dos
hidratos de carbono encontram-se na parede celular o que significa que sdo necessarios pré-
tratamentos, como extrusdo ou corte mecanico, para conseguir libertar esses aclcares e converté-los
em acglcares fermentaveis para a producdo de bioetanol (Lam & Lee, 2012).

Na Tabela 1.6 encontra-se o contetddo

em hidratos de carbono de vérias espécies de Tabela 1.6 — Conteldo em hidratos de carbono de

algumas microalgas (Batista et al., 2014; Singh

microalgas.
& Gu, 2010; Hirano et al., 1997)

Para a producao de bioetanol a partir de

microalgas, a biomassa é fermentada Espécie de Microalga  Hidratos de carbono (% ps)
utilizando leveduras que a convertem em Anabaena cylindrical 25-30
etanol hidratado, sofrendo este depois uma Chlorella pyrenoidosa 26
desidratacdo para se obter o bioetanol (Suali Chlore{la VUIg‘,m.s 12-37
& Sarbatly, 2012). O bioetanol pode também bunaliella sal’,n_a -

. . . Euglena gracilis 14-18
ser produzido diretamente a partir de Porphyridium cruentum 40-57
microalgas, é o caso da Synechocystis sp. PCC Scenedesmus obliquus 10-31
6803, uma cianobactéria geneticamente Spirogyra sp. 33-64
modificada, que tem a capacidade de Spirulina platensis 8-14
converter cataliticamente energia solar, dgua Tetraselmis maculata 15

e CO, em bioetanol (DEMA Consortium, 2012).

N3o existe, no entanto, muita informacgdo sobre a produgdo de bioetanol a partir de microalgas.
Dado haver um maior interesse na producdo de biodiesel a partir de microalgas por estas possuirem
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naturalmente elevadas quantidades de lipidos e por o biodiesel possuir um poder calorifico superior
ao bioetanol (Lam & Lee, 2012).

A producdo simultanea de biodiesel e bioetanol é possivel e nessa situacdo a extracao de lipidos
é realizada antes do processo fermentativo. Este conceito foi estudado extraindo os lipidos com CO,
supercritico a 60°C e sujeitando posteriormente a biomassa a fermentacdo pela levedura
Saccharomyces bayanus. A utilizacdo de CO; como método de extracdo de lipidos origina
posteriormente concentragdes muito superiores de etanol, porque atua como um pré-tratamento ao
guebrar a parede celular das microalgas, libertando o contedido em lipidos mas também em hidratos
de carbono. Esta possibilidade de reduzir o processo a um passo torna mais vidvel a produgdo a escala
comercial de biocombustiveis a partir de microalgas (Lam & Lee, 2012; Harun et al. 2010).

Algumas das espécies de microalgas mais promissoras para a producdo de bioetanol sdo a
Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas, Scenedesmus, Spirogyra e Spirulina por ser possivel induzi-las a
produzir mais de 50%, em peso seco, de amido e glicogénio utilizdvel como matéria-prima para a
producdo de bioetanol (John et al., 2011). Entre as macroalgas destacam-se alguns géneros como a
Laminaria, Saccorhiza e Alaria, pertencentes as algas castanhas e cujas principais reservas sdo
laminarina e manitol e a Gelidium amansii, pertencente as algas vermelhas cujas reservas sdo a
celulose, glucano e galactano (John et al., 2011).

1.8.3 Biogas

A producdo de biogds a partir da biomassa algal passa por submeter essa biomassa a uma
fermentagdo anaerdbia que é catalisada por bactérias, leveduras ou fungos. As microalgas sao ricas
em hidratos de carbono e proteinas que servem de fonte de carbono na fermentacgdo. A fermentacdo
anaerdbia é um processo que precisa de nutrientes, de auséncia de oxigénio, a temperatura e pH
adequados. O biogas obtido é uma mistura de metano (55 a 75%) e CO, (25 a 45%) e pode ser utilizado
assim ou purificado de modo a ser obtido s metano. O biometano pode ser utilizado diretamente
como biocombustivel gasoso ou para gerar eletricidade, enquanto a restante biomassa é utilizada para
produzir biofertilizantes (Jones & Mayfield, 2012; Rawat et al., 2011).

1.8.4 Biohidrogénio

Algumas microalgas fotossintéticas sdo capazes de produzir diretamente biohidrogénio através
da fotofermentacdo em processos anaerdbicos que envolvem a oxidacdo da ferredoxina pela enzima
hidrogenase. No entanto, este processo ndo é simples por envolver competicdo com uma série de
outros processos metabdlicos. A recente investigacdo nesta area foca-se essencialmente em encontrar
uma hidrogenase robusta que compita com os outros processos e seja muito eficiente na producdo de
biohidrogénio, razdo pela qual este processo ainda esta longe da viabilidade comercial (Jones &
Mayfield, 2012; Parmar et al., 2011; Song et al., 2011).

A alga verde Chlamydomonas reinhardtii tem a capacidade de produzir hidrogénio por hidrdlise
da 4gua durante o periodo de luz e consegue também produzir biohidrogénio em condi¢des de
anaerobiose. Certas cianobactérias também podem constituir uma boa fonte de produgdo de
hidrogénio que, por comparagcdo com a producdo de hidrogénio por eletrélise utilizando a energia
fotovoltaica, apresenta um custo claramente inferior, cerca de 7 vezes menos, 18€.m™ para 125€.m3,
(Rawat et al., 2013).

Um estudo realizado com a cianobactéria Anabaena sp., capaz de produzir hidrogénio
fotoautotroficamente, concluiu que seria possivel produzir hidrogénio adicional, no final do ciclo

21



Microalgas: do tratamento de efluentes para a Biorrefinaria

utilizando a biomassa da microalga como substrato para a fermentagdo por Enterobacter aerogenes
(Ferreira et al., 2013).

Em alternativa, a producdo de biohidrogénio pode ser alcancada somente através da
fermentagdo dos agUcares presentes na biomassa algal, por bactérias fermentativas. A Enterobacter
aerogenes é uma bactéria anaerébia facultativa que pode ser utilizada para produzir hidrogénio por
fermentagdo no escuro. Estudos comprovam que se obtém rendimentos superiores em biohidrogénio
com biomassa algal humida o que é muito positivo, dado que um dos pontos mais exigentes
energeticamente é a secagem da biomassa algal. A Clostridium butyricum, bactéria anaerdbia
obrigatdria, é capaz de produzir maiores quantidades de biohidrogénio por comparac¢ao com a E.
aerogenes utilizando a biomassa de Scenedesmus obliquus. No entanto, por ser um processo mais
moroso (48h) e por necessitar de condi¢Ges andxicas para crescer e produzir H,, origina custos de
operag¢do e manuteng¢do mais elevados, que nao justificam a diferenga de produtividade (Batista et al.,
2014).

Também as macroalgas, como Gelidium amansii e Laminaria japonica, tém elevado potencial
como fontes de biomassa para a produc¢do de biohidrogénio a partir da fermentagdo anaerdbia (Jones
& Mayfield, 2012).

Outra opc¢do para a obtencdo de hidrogénio a partir de microalgas é sujeitar a biomassa a uma
pirdlise ou gasificagdo. Em qualquer dos casos, o rendimento em biohidrogénio aumenta com a
temperatura. Segundo um estudo com C. fracta e C. protothecoides, o rendimento em BioH; aumentou
de 25,8% para 44,4% e de 27,6% para 48,7% em volume, respetivamente, no processo de pirdlise e
com um aumento de temperatura de 375°C para 650°C. No caso da gasificacao, o rendimento em BioH,
aumentou de 26,3% para 54,7% e de 28,1% para 57,6% em volume, respetivamente, com um aumento
de temperatura de 550°C para 950°C (Dermibas, 2011).

1.8.5 Outros compostos com valor comercial, produzidos por microalgas

Como ja foi referido anteriormente a biomassa algal tem o potencial de fornecer energia
renovavel através da producdo de diferentes vetores energéticos (biodiesel, bioetanol, biohidrogénio
e biogas). Adicionalmente estes microorganismos tém a capacidade de sintetizar moléculas bioativas
como carotendides, acidos gordos, enzimas, antioxidantes, anti-inflamatérios, vitaminas e outros
compostos organicos de elevado valor que podem ser usados na alimentacdo, na cosmética, na
industria farmacéutica, na produgdo de biomateriais e nanoestruturas (Ferreira et al., 2013; Jin &
Melis, 2003). Este facto torna o conceito de biorrefinaria aplicado as microalgas algo muito mais vidvel.

Atualmente existem diversas aplicacbes comerciais para microalgas, dominadas pelas seguintes
estirpes: Spirulina (Arthrospira), Chlorella, Dunaliella salina e Aphanizomenon flos-aquae.

As microalgas podem ser utilizadas na alimentacdo humana e animal devido a sua composicdo
guimica, com elevado teor em proteinas (Tabela 1.7), mas também por serem uma fonte de quase
todas as vitaminas essenciais (ex: A, Bi, B, Bs, B1y, C, E, biotina, acido fdlico, acido pantoténico,
nicotinato) assim como ricas em pigmentos como clorofilas (0,5 a 1% do peso seco), carotendides (0,1
a 0,2% do peso seco em média, mas podendo atingir os 3% em astaxantina na Haematococcus e 14%
em B-caroteno na Dunaliella) e ficobilinas (Milledge, 2011; Spolaore et al., 2006; Dufossé et al., 2005).

A Spirulina é extensamente utilizada na alimentacdo animal tendo sido provado o seu efeito a
nivel fisiolégico (aumento da fertilidade e resposta imunitdria devido ao fornecimento de um grande
leque de vitaminas, minerais e acidos gordos essenciais) e aparéncia externa (pele sauddvel e pelo
lustroso) dos animais (Milledge, 2011).
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Por outro lado desenvolvem um papel Tabela 1.7 — Conteldo em proteinas de algumas

crucial em aquicultura por serem alimento microalgas (Singh & Gu, 2010)

direto para moluscos, crustdceos e peixes

. ] , L Espécie de Microalga Proteinas (% ps)
juvenis. Neste caso, os géneros mais utilizadas —
~ . . Anabaena cylindrical 43-56
sdo Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, )
. Chlorella pyrenoidosa 57
Phaeodactylum, Chaetoceros, Nannochloropsis, )
o ] Chlorella vulgaris 51-58
Skeletonema e Thalassiosira (Milledge, 2011; , )
Dunaliella salina 57
Spolaore et al., 2006). N
Euglena gracilis 39-61
Atualmente tem havido um interesse Porphyridium cruentum 2845
crescente e o aumento da investigacdo de s el 50-56
moléculas de elevado valor acrescentado a .
. Spirogyra sp 6-20
partir de microalgas, tais como os Acidos T m—— 52
Gordos Poli-insaturados (PUFA), utilizados em .
Tetraselmis maculata 52

suplementos nutricionais e alimentacdo infantil,
os pigmentos, como B-caroteno, astaxantina, mas também a luteina, zeaxantina, e o licopeno, como
corantes alimentares, anti-oxidantes e anti-inflamatadrios.

Na producdo de compostos de elevado valor as espécies com maior impacto sdo Haematococcus
pluvialis para a astaxantina, a Dunaliella bardawil e Dunaliella salina para o B-caroteno e
Crypthecodinium cohnii para o DHA (4cido docosa-hexaendico — acido gordo do tipo dmega-3).
Adicionalmente a estes bioprodutos, a luteina de Muriellipsis sp. e a zeaxantina de Dunaliella salina
estdo a ser considerados para aplicagdes comerciais (Milledge, 2011; Spolaore et al., 2006; Jin & Melis,
2003).

1.8.5.1 Pigmentos e Antioxidantes
As microalgas e cianobactérias sdo capazes de produzir uma quantidade significativa de
pigmentos diferentes (Tabela 1.8).

Existem trés principais classes de pigmentos: Clorofilas, Carotendides e Ficobilinas.

As clorofilas sdo pigmentos esverdeados, insoliveis em agua e os quelatos mais importantes na
natureza por terem a capacidade de transformar a energia proveniente do sol em energia quimica,
através da fotossintese. Sdo caraterizadas por possuirem um anel de porfirina, que tem a capacidade
de receber e doar eletrdes, possibilitando a captura da energia solar.

Os carotendides sdao pigmentos geralmente de cor laranja, amarela ou vermelha e pela sua
estrutura ndo se dissolvem em dgua nem tém a capacidade de transformar diretamente a energia solar
em energia quimica, tendo de transferir a energia absorvida as clorofilas. Por esta razdo sdao chamados
pigmentos acessorios. Podem ser divididos em dois grupos: carotenos e xantofilas; os primeiros sdo
compostos somente por carbono e hidrogénio, ja as xantofilas contém também oxigénio. Os
carotendides apresentam muitas vezes propriedades antioxidantes (Jin & Melis, 2003).

As ficobilinas sdo pigmentos de coloragdo intensa que podem apresentar diversas cores, de azul
a vermelho e que existem apenas em cianobactérias e em algas vermelhas (Rhodophyta). Sdo
especialmente eficientes a absorver os comprimentos de onda vermelhos, laranjas, amarelos e verde-
-claro, que nao sao bem absorvidos pela clorofila a, sdo também considerados pigmentos acessérios.
Estruturalmente sdo compostas por uma cadeia aberta de quatro anéis de pirrol que se encontra ligada
a proteinas soluveis, ficobiliproteinas (Milledge, 2011; Spolaore et al., 2006).

23



Microalgas: do tratamento de efluentes para a Biorrefinaria

Tabela 1.8 — Alguns pigmentos produzidos por microalgas

Pigmento

Classificagdo

Cor

Aplicacao

Exemplo de microalgas

Referéncia

Astaxantina

a-caroteno

B-caroteno

Cantaxantina

Clorofila a

Clorofila b
Clorofila ¢
Clorofila d

Criptoxantina

Ficocianina

Ficoeritrina
Fucoxantina

Licopeno

Luteina

Neoxantina

Carotenoide
(Xantofila)

Carotenoide
(Caroteno)

Carotenoide
(Caroteno)

Carotenoide
(Xantofila)

Clorofila

Clorofila
Clorofila
Clorofila
Carotenoide
(Xantofila)

Ficobilinas

Ficobilinas

Carotenoide
(Xantofila)
Carotenoide
(Caroteno)

Carotenoide

(Xantofila)

Carotenoide
(Xantofila)

Riboflavina Flavoproteina

Violaxantina

Zeaxantina

Carotenoide

(Xantofila)

Carotenoide

(Xantofila)

Avermelhado

Laranja

Laranja

Vermelho

Verde-
amarelado

Verde-azulado

Verde
Verde

Avermelhado
Azul
Vermelho
Verde-
Acastanhado

Vermelho

Laranja-
avermelhado

Laranja-
avermelhado

Amarelo-
alaranjado

Laranja

Laranja-
avermelhado

Corante,
antioxidante

Corante,
antioxidante

Corante,
antioxidante

Corante,
antioxidante

Corante

Corante

Corante,
antioxidante
Corante, trat.
de doencas
oxidativas

Corante

Anti-
inflamatorio
Corante,
antioxidante

Corante,
Antioxidante

Vitamina,
Corante,
Coenzima

Corante

Corante

Haematococcus pluvialis;
Scenedesmus sp.;
Chlorella vulgaris;

Chlorella sorokiniana;
Tetraselmis sp.

C. zofingiensis; Dunaliella
salina; Scenedesmus sp.
Dunaliella salina;
Chlorella vulgaris;
Scenedesmus almeriensis
Chlorella vulgaris;
Chlorella zofingiensis;
Dactylococcus dissociatus
Tetraselmis suecica;
Chlorella vulgaris;
Tetraselmis suecica;
Emiliania huxleyi;
Acaryochloris marina
Dunaliella salina;
Chlorella pyrenoidosa

Porphyridium aerugineum;

Nostoc sp.;
Spirulina platensis
Porphyridium sp.;

Nostoc sp

Tetraselmis suecica

Chlorella zofingiensis

Scenedesmus almeriensis;
Chlorella pyrenoidosa;
Chlorella vulgaris;
Tetraselmis suecica
Scenedesmus sp.;
Chlorella pyrenoidosa;
Haematococcus pluvialis;
Tetraselmis suecica
Chaetoceros gracilis,
Thalassiosira pseudonana;
Isochrysis sp.; Pavlova
lutheri; Nannochloris
atomus; N. oculata
Chlorella zofingiensis;
Chlorella pyrenoidosa;
Scenedesmus sp.;
Dunaliella salina;
Haematococcus pluvialis;
Tetraselmis suecica
Chlorella zofingiensis;

C. pyrenoidosa; C. vulgaris;
Chlorella ellipsoidea;
Dunaliella salina;
Scenedesmus sp.;
Tetraselmis suecica

Jaime et al., 2010;

Abrahamsson et al., 2012;
Gouveia et al., 1996;

Pérez-Lépez et al., 2014;
Raman e Mohamad, 2012
Cordero et al., 2012;
Dufossé et al., 2005
Spolaore et al., 2006;
Gouveia et al., 1996;
Macias-Sanchez et al., 2010

Cordero et al., 2012;
Grama et al., 2014

Borghini et al., 2009;
Seyfabadi et al., 2011
Borghini et al., 2009
Alvarez et al., 2012
Kuhl et al., 2005
Dufossé et al., 2005;
Inbaraj et al., 2006
Dufossé et al., 2005;
Reis, et al., 1998;
Antelo et al., 2008
Dufossé et al., 2005;
Reis, et al., 1998

Borghini et al., 2009

Cordero et al., 2012

Macias-Sanchez et al., 2010;
Inbaraj et al., 2006;
Gouveia et al., 1996;
Borghini et al., 2009

Abrahamsson et al., 2012;
Inbaraj et al., 2006;
Jaime et al., 2010;
Borghini et al., 2009

Brown & Farmer, 1994

Cordero et al., 2012;
Inbaraj et al., 2006;

Abrahamsson et al., 2012;
Dufossé et al., 2005;

Jaime et al., 2010;
Borghini et al., 2009

Cordero et al., 2012;
Inbaraj et al., 2006; Gouveia
etal., 1996; Koo et al., 2012;

Jin & Melis, 2003;
Abrahamsson et al., 2012;
Borghini et al., 2009
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As clorofilas, contrariamente aos carotendides, ndo sdo considerados compostos com elevado
valor porque sdo muito abundantes e podem ser extraidos com relativa facilidade de uma enorme
variedade de espécies vegetais, para além de microalgas. Existem diversas estruturas de clorofila (a, b,
¢, d, f) no entanto, as mais abundantes sdo a a e b que se encontram nas plantas e maioria das algas e
cianobactérias. Ja as clorofilas c estdo apenas referenciadas para algas, as d para cianobactérias e algas
vermelhas e as f para comunidades de estromatdlitos de cianobactérias (Li et al., 2014; Alvarez et al.,
2012; Kuhl et al., 2005). A Chlorella vulgaris tem um dos mais elevados teores em clorofila encontrados
na natureza (Seyfabadi et al., 2011).

A fonte mais rica e natural de astaxantina é a microalga verde de agua doce Haematococcus
pluvialis, que pode conter até 3% de astaxantina em peso seco. Este pigmento é principalmente
utilizado na industria dos salmonideos (salmdo e truta) e dos crustaceos (ex., camarao, lagostins), no
entanto, também é utilizado na industria alimentar e cosmética pelas suas conhecidas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e anti-tumorais (Pérez-Ldpez et al., 2014; Milledge, 2011).

A utilizagdo mais importante do B-caroteno é como corante alimentar, servindo também como
suplemento de alimentagdo humana e animal. A produgdo comercial deste pigmento natural é
sobretudo proveniente da Dunaliella salina e D. bardawil e pode ser bastante elevada, atingindo 14%
de B-caroteno em peso seco, se as microalgas forem produzidas em condi¢des de elevada salinidade e
luz intensa. O B-caroteno natural e purificado comercializado é normalmente acompanhado pelos
outros pigmentos da Dunaliella, predominantemente luteina, neoxantina, zeaxantina, violaxantina,
criptoxantina e a-caroteno (Milledge, 2011; Dufossé et al., 2005).

Um estudo in vitro e in vivo conduzido com Spirulina (Arthrospira) revelou a sua acdo
antioxidante, devido a presenca de compostos como acido fendlico, tocoferdis e B-caroteno nesta
microalga, que sdo conhecidos por exibirem propriedades antioxidantes. Por outro lado protecdo
contra o cancro e o envelhecimento tem sido atribuida a compostos da bioativos Spirulina, mas a sua
acdo é mais evidente quando é utilizado todo o extrato da microalga em vez de apenas B-caroteno
isoladamente. Isto mostra a possibilidade da existéncia de efeitos sinergéticos entre os compostos do
extrato de Spirulina (Miranda et al., 1998).

A producdo e acumulagdo de cantaxantina na microalga Dactylococcus dissociatus é influenciada
por varios fatores de stress. A forte intensidade da luz e a adicdo de NaCl conduziram a um aumento
deste pigmento (Grama et al., 2014). Em Chlorella vulgaris (Gouveia et al., 1996), Chlorella
protetocoides (Campenni’ et al., 2013) e Chlorella zofingiensis (Cordero et al., 2012) as condigOes de
crescimento sob stress, como forte irradiacdo e privagdo de azoto ou stress por NaCl, fomentam a
passagem dos carotendides primarios, luteina e zeaxantina, a carotendides secundarios, como
astaxantina e cantaxantina.

O pigmento cantaxantina é utilizado como corante alimentar em diversos paises,
nomeadamente na Unido Europeia e nos Estados Unidos da América, no entanto a sua utilizacdo nao
foi aprovada na Australia nem na Nova Zelandia. Por outro lado, a criptoxantina foi aprovada como
corante alimentar nestes Ultimos dois paises da Oceania, mas ndo na Europa ou EUA (Australia New
Zeland, 2013; European Commission, 2013; U.S. FDA, 2011).

A luteina e a zeaxantina sdo conhecidas por possuirem um papel importante na manutencdo da
normal funcdo da visdo animal. A ingestdo de luteina estd relacionada com a diminuicdo do risco de
cataratas e degradacdo retinal (relacionada com o envelhecimento). Por outro lado, estes pigmentos
estdo referenciados por terem propriedades preventivas contra o cancro (Koo et al., 2012; Jin & Melis,
2003). A zeaxantina é usada como corante natural nas industrias alimentar e cosmética. A microalga
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Chlorella ellipsoidea apresenta niveis deste pigmento nove vezes superior a da pimenta vermelha,
planta fonte de zeaxantina (Koo et al., 2012).

Os pigmentos ficocianina e ficoeritrina sdo produzidos principalmente, a nivel comercial, pela
cianobactéria Spirulina e pela rododfita Porphiridium, respetivamente. A sua utilizagdo é
maioritariamente como corante alimentar natural, contudo, diversos estudos tém revelado as suas
propriedades benéficas na saude e aplicagdes farmacéuticas. Por outro lado, por estarem acopladas a
proteinas, estas ficobiliproteinas apresentam carateristicas fluorescentes, sendo também usados em
laboratdrios de pesquisa imunoldgica (Antelo et al., 2008; Spolaore et al., 2006; Reis et al., 1998).

A riboflavina é uma vitamina essencial para os animais de aquicultura, sendo essencial que este
composto seja fornecido na alimentagdo, ja que os animais ndo sdo capazes de o produzir. A riboflavina
no organismo adquire duas formas distintas que atuam como coenzimas em diversos processos de
oxirreducdo. Existem diversas espécies de microalgas (Chaetoceros gracilis, Thalassiosira pseudonana,
Isochrysis sp., Pavlova lutheri, Nannochloris atomus, Nannochloropsis oculata) utilizadas em
aquacultura que sdo produzidas especificamente para alimentar, e assim fornecer esta vitamina, aos
peixes ou a rotiferos (pequenos animais microscépicos) que entram na cadeia alimentar dos animais
de aquicultura (Souto et al., 2008; Brown & Farmer, 1994).

Diversos estudos foram conduzidos no sentido de utilizar os pigmentos das microalgas como
corante de diferentes alimentos, com a vantagem de associar a essa coloragao acidos gordos essenciais
e antioxidantes importantes. Gouveia e colaboradores (2006) utilizaram biomassa de Chlorella vulgaris
e Haematococcus pluvialis para dar cor, entre verde e laranja, a maioneses e detetaram que as que
continham microalgas eram mais resistentes a oxidacdo, tinham melhor consisténcia e apresentavam
elevada estabilidade da cor. Aincorporagdo de biomassa algal variou entre 0,05% e 2% (peso em peso)
(Gouveia et al., 2006). Outro estudo apenas com Chlorella vulgaris teve como objetivo colorir bolachas
com diferentes tons de verde. Neste caso a concentragdo ideal de biomassa algal foi de 1% (peso em
peso) e conduziu a melhor textura, com grande estabilidade da cor ao longo dos trés meses de
armazenamento das bolachas (Gouveia et al., 2007). Também as massas (pasta) foram testadas com
incorporacao de biomassa de Chlorella vulgaris e Spirulina maxima, os resultados foram igualmente
positivos, com a massa a tornar-se mais firme, a ter uma composi¢do mais rica e a ser considerada
mais apelativa pelo painel de prova (Fradique et al., 2010).

Para uma extracdo eficiente de pigmentos, nomeadamente carotendides, esta deve ser
antecedida por pré-tratamentos da biomassa, de modo a que a percentagem de pigmentos extraidos
seja elevada. Wiltshire e colaboradores (2000) testaram a adi¢do de areia de quartzo e solvente para
liofilizar a biomassa com posterior extragdo num banho de ultrassons durante 90 minutos a -4°C, para
Scenedesmus obliquus e conseguiram extrair 90% dos pigmentos e acidos gordos (Wiltshire et al.,
2000). Este método de um passo revelou-se facil de aplicar, tendo conservado a relagdo quantitativa
entre os diferentes pigmentos e os acidos gordos, para além de nao ter sido detetada qualquer
degradacdo dos pigmentos. No entanto, a utilizagdo de ultrassons ndo é um método aplicavel em larga
escala. Métodos como a autoclavagem ou a rutura mecanica por homogeneizadores de alta pressdo
resultaram na obtencdo de trés vezes mais astaxantina de Haematococcus pluvialis, do que a biomassa
tratada com outros métodos (Grima et al., 2003).

1.8.5.2 PUFAs

Os 4cidos gordos poli-insaturados (PUFAs) sdo acidos carboxilicos ligados a uma longa cadeia de
hidrocarbonetos, que possui mais do que uma ligagcdo dupla entre os carbonos. Os PUFA incluem os
acidos gordos essenciais 6mega 3 (w-3) e 6mega 6 (w-6). Estes, por sua vez, podem originar varios
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compostos como o EPA (4cido eicosapentaendico), DHA (4cido docosa-hexaendico) ou o GLA (acido
gama-linolénico) (Burr et al., 1932). Os 4cidos gordos essenciais (AGE) sdo reconhecidos pelo seu valor
terapéutico e efeito benéfico na saide humana, nomeadamente ao nivel das doengas crdénicas e
degenerativas. Frequentemente estes compostos sdo encontrados nos peixes e dleos de peixe,
todavia, devido ao declinio dos stocks mundiais de peixe e ao aumento dos poluentes e toxinas nestes
animais, tem havido uma procura por fontes alternativas de AGEs. As microalgas sdo uma fonte
atrativa porque, entre outras razbes, estes compostos se encontram naturalmente encapsulados,
impedindo processos de oxidagdo. Estes microorganismos possuem principalmente EPA e DHA como
fontes funcionais de w-3. O EPA é reconhecido pelo seu efeito anti-inflamatdrio que previne os
sintomas da artrite, pela sua influéncia no abaixamento do colesterol e contribuicdo para a saude
cardiovascular, assim como pelas suas propriedades neuro-protetoras (Pires et al., 2012; Gouveia et
al., 2008). Atualmente o EPA é produzido para consumo humano a partir da microalga Phaeodactylum
tricornutum, tendo o processo sido desenvolvido na Universidade de Almeria, em Espanha. A producao
de EPA a partir de Nannochloropsis e da diatomacea Nitzschia encontra-se em estudo (Milledge, 2011).

Isochrysis galbana é outra microalga rica em PUFAs, principalmente EPA. Gouveia e
colaboradores (2008) incorporaram biomassa deste organismo em biscoitos, concluindo que o EPA
ndo se degradava com a cozedura, para além de que os biscoitos apresentavam melhor textura e se
tornavam mais atrativos devido a cor (Gouveia et al., 2008). Outro ensaio de incorporagao de biomassa
algal na alimentagdo humana foi conduzido com Isochrysis galbana e Diacronema vlkianum para
producdo de massas (pasta). Neste ensaio concluiu-se que as massas enriquecidas com microalgas
apresentavam um teor em EPA e DHA muito mais elevado do que a massa do controlo, provando a
vantagem da integracao de biomassa algal nestes alimentos do ponto de vista nutricional, mas
também visual (Fradique et al., 2013).

A microalga Spirulina (Arthrospira) é utilizada na alimentagcdo humana devido ao seu elevado
conteudo proteico, por outro lado é também uma fonte valiosa do AGE 4acido linolénico. O organismo
humano é capaz de transformar o acido alfa-linolénico (ALA), em DHA. O DHA ¢é essencial para o
desenvolvimento do sistema nervoso e funcionamento adequado do cérebro. Comercialmente o DHA
de microalgas é extraido de Crypthecodinium cohnii e de Schizochytrium e depois integrado numa
enorme variedade de preparados para bebés e suplementos alimentares (Milledge, 2011; Spolaore et
al., 2006).

Outra aplicacdo de produtos extraidos de microalgas, neste caso da diatomacea Phaeodactylum
tricornutum com alto teor em lipidos, foi a produ¢dao de uma nanofibra de gelatina com atividade
antimicrobial contra Escherichia coli e multirresistente a Staphylococcus aureus. O objetivo com a
obtencdo desta nanofibra era utiliza-la como um material curativo ou penso (Kwak, et al., 2014).

1.8.5.3 Bioplasticos e biopolimeros

Os plasticos sdo um material largamente utilizado pela sociedade nas mais variadissimas
atividades. No entanto, porque a sua origem é o petrdleo e o seu fabrico prejudica o ambiente pela
producdo de residuos e toxinas, contaminando o ar, as massas de agua e os solos, levantam-se varias
guestdes com a sua utilizagdo. Por esta razdo verificou-se um interesse crescente na utilizacdo de
compostos biodegradaveis e nas Ultimas duas décadas houve muita investigacdo nesta area,
nomeadamente no que diz respeito a producdo de bioplasticos por microorganismos (Zeller et al.,
2013).

Os bioplasticos podem ser definidos como plasticos produzidos a partir de fontes renovaveis
(base bioldgica) ou como plasticos que sdo biodegradaveis e/ou compostaveis. Estes materiais tém
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suscitado particular interesse na industria de embalagens, mas sdao também utilizados para utensilios
de cozinha, recipientes alimentares e implantes ou prdteses ortopédicas (Peelman et al., 2013;
Talukder et al., 2012). Apesar da procura crescente por estes produtos, tal como por outros
biomateriais, os bioplasticos tém uma participacdo no mercado relativamente baixa, uma estimativa
refere 0,5% do consumo mundial de plasticos (lles & Martin, 2013).

Como ja referido as microalgas possuem elevada percentagem de proteinas na sua composi¢cdo
e outra alternativa, para além da alimentacdo animal e humana, é a sua utilizacdo direta, ou seja a
inclusdo da biomassa algal com outros compostos de modo a obter biocompdsitos e bioplasticos (Toro
etal., 2013).

Os bioplasticos podem ser produzidos a partir de diferentes compostos. O amido é um
polissacarideo amplamente disponivel e um recurso natural facilmente biodegradavel. E possivel
produzir um filme ou pelicula plastica a base de amido desde que exista elevado teor de agua ou
plastificantes (glicerol, sorbitol). Estes materiais plastificados, que requerem a aplicagdo de energia
térmica e mecanica, sdo denominados amido termoplastico (TPS) e constituem uma alternativa ao
poliestireno (PS). Os materiais termoplasticos a base de amido tém sido aplicados com sucesso a nivel
industrial na formac¢do de espumas, de filme de sopro e na moldagem por injecdo e extrusdo. A
celulose é outro polissacarideo muito disponivel na natureza e a partir do qual é possivel produzir filme
de celofane. No entanto, devido a natureza hidrofilica do amido e da celulose, a sua aplicacdo é
limitada pela vulnerabilidade a degradacdo e pela fragilidade e pouca resisténcia a humidade (Peelman
etal., 2013).

Existe uma tendéncia para a utilizacdo crescente de plastificantes biodegradaveis que
apresentam baixa toxicidade e boa compatibilidade com variados plasticos, resinas e borrachas. Estes
biopolimeros podem apresentar diferentes composicdes (a base de agucares, proteinas ou lipidos) e
origens (Vieira et al., 2011).

O 4cido polilatico (PLA) é um poliéster termoplastico biodegradavel, feito a partir de materiais
renovaveis, e visto como um promissor substituto do polietileno de baixa e alta densidade (LDPE e
HDPE), do poliestireno (PS) e politereftalato de etileno (PET). O PLA pode ser obtido a partir de
qualquer fonte de hidratos de carbono, que é convertida em dextrose, posteriormente fermentada em
acido latico e depois policondensada. Este composto pode ser moldado para variadas aplicagdes como
suturas cirurgicas e produtos de consumo descartaveis, mas apresenta limitagGes a utilizagdo em
embalagens alimentares pela sua permeabilidade ao oxigénio e humidade, instabilidade térmica e
fragilidade (Peelman et al., 2013; Talukder et al., 2012).

Foi estudada a producdo de acido latico e extragao lipidica da biomassa algal de Nannochloropsis
salina. O processo, desenvolvido com sucesso, consistiu em neutralizar os lipidos livres hidrolisados e
usa-los como meio de fermentacao para Lactobacillus pentosus para a producdo de acido latico
(Talukder et al., 2012).

Os polihidroxialcanoatos (PHA) constituem uma familia de polimeros termoplasticos
biodegradaveis produzidos por uma grande variedade de microorganismos. Estes polimeros, com
cerca de 0,2mm, sdo produzidos no citoplasma das células por um processo de fermentacao e depois
colhidos utilizando um solvente como o cloroférmio ou diclorometano. Existem mais de 100 PHAs,
sendo o mais conhecido o polihidroxibutirato (PHB). Estes compostos tém a capacidade de substituir
os polimeros convencionais, uma vez que possuem propriedades quimicas e fisicas semelhantes, no
entanto, apresentam menor resisténcia a solventes e baixa resisténcia ao impacto (Laycock et al.,
2013; Peelman et al.,, 2013). A acumulacdo de PHAs aumenta a medida que a propor¢do de

28



Microalgas: do tratamento de efluentes para a Biorrefinaria

carbono/azoto aumenta, o que sugere que, tal como as reservas de polifosfatos e hidratos de carbono,
aacumulacgdo de PHA ocorre em resposta a um desequilibrio no crescimento provocado pela limitagao
de nutrientes e abundancia de fontes de carbono.

Segundo Sudesh e colaboradores (2000) um sistema de produgdo de PHA poderia ser conduzido
com cianobactérias e microalgas uma vez que ja se conseguiu introduzir nestes organismos a PHA
sintetase, enzima responsavel pela biossintese de PHAs (Sudesh et al., 2000).

O PHB é produzido naturalmente por bactérias
como Ralstonia eutropha (Figura 1.4) e Bacillus
megaterium. Uma equipa de investigadores conseguiu
introduzir o caminho de sintese de PHB de R. eutropha
na diatomacea Phaeodactylum  tricornutum,
demonstrando pela primeira vez que é possivel
produzir PHB num sistema microalgal. A expressdo das
enzimas bacterianas foi suficiente para originar niveis
de 10,6% de PHB, em peso seco algal (Hempel et al.,
2011).

Por outro lado, a degradacdo destes compostos
em ambiente aquatico pode ser realizada por  Figura 1.4 — PHB no interior de Ralstonia
bactérias e microalgas, que colonizam a estrutura e a eutropha (Yu et al., 2013)
decompdem rapidamente, em cerca de 30 dias (Lopez-
Llorca et al., 1994).

Zeller e colaboradores (2013) utilizaram um polimero de polietileno como modelo para
desenvolver e caraterizar misturas de termoplasticos com algas. O estudo foi conduzido com Chlorella
e Spirulina, no qual foram criadas misturas de biomassa algal com glicerol, com o intuito de obter
biopolimeros. As algas manifestaram comportamentos diferentes, com a Spirulina a ser mais propicia
as aplicagbes comerciais devido as suas propriedades ligantes com o polietileno. No entanto, a
Chlorella demonstrou maior plasticidade o que podera torna-la igualmente interessante noutras
aplicagOes (Zeller et al., 2013).

O aproveitamento dos residuos da biomassa algal gerada na producdo de biodiesel de 32
geracdo como enchimento para a produgao de biocompdsitos foi investigado por Toro et al. (2013). A
equipa testou a incorporagcdo deste residuo com polibutileno sucinato (PBS) conseguindo uma
substituicdo de 20 a 30% de PBS por residuo de biomassa algal, o que constituiu uma alternativa
competitiva.

1.9 Conceito de biorrefinaria

E essencial fazer uma abordagem sistematica a produc3o de microalgas de forma a integrar a
producdo de biocombustiveis e coprodutos. O conceito da biorrefinaria consiste na produc¢do de uma
ampla gama de biocombustiveis e produtos quimicos a partir da biomassa algal, de modo a tornar a
producdo de biocombustiveis economicamente exequivel (Ferreira et al., 2013).

Segundo a Agéncia Internacional de Energia (IEA, 2008), a biorrefinaria foi definida como o
processamento sustentavel de biomassa num espetro de produtos comercializaveis e energia. Para
aumentar a viabilidade de uma biorrefinaria a base de biomassa algal é necessario utilizar a maioria
dos componentes celulares destes organismos (Silva et al., 2013). Desta forma, a extracdo de
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pigmentos pode ser seguida da producdo de biodiesel, sendo a restante biomassa utilizada para
produzir bioetanol, biohidrogénio ou biogas. Ao ser extraido mais do que um tipo de biocombustivel
da biomassa algal, bem como subprodutos, o valor desta aumenta consideravelmente (Jones &
Mayfield, 2012). Ainda usando este conceito, pode ser produzida eletricidade com o biogas de forma
a compensar a energia necessaria a digestdo anaerdbia para producdo do proprio biogas. Além disso,
pode obter-se energia térmica a partir da combustdo da biomassa algal com o propésito final da
obtencdo de eletricidade. Resumindo, seja qual for a combinacdo escolhida neste conceito, o
importante é contemplar a utilizagdo e aproveitamento maximo de toda a biomassa e seus residuos,
bem como fechar o "circuito energético", utilizando a energia originada no processo de producdo dos
biocombustiveis (Chisti, 2007).

Faz assim mais sentido produzir microalgas de forma integrada. Deste modo, a produtividade é
superior e o sistema torna-se mais sustentavel e eficiente, sendo possivel utilizar toda a biomassa
destes organismos e processa-la consoante as suas caracteristicas, originando menos desperdicio e
poluicdo (Figura 1.5) (Jones & Mayfield, 2012; Rawat et al., 2011).

Os trés aspetos que mais influenciam a sustentabilidade do processo de produgdo de
biocombustiveis a partir de microalgas sdo o balango de energia e carbono, os custos de producdo e
os impactos ambientais (Slade, 2012). De forma a tornar mais sustentavel este processo e aumentar a
viabilidade econdmica, para além da producdo ser feita num conceito de biorrefinaria, as estruturas
produtivas deverdo ser implantadas junto de instalagdes fabris e zonas de tratamento de efluentes,
beneficiando dos nutrientes e dispondo de CO, (Slade, 2012).

Microalgas

Figura 1.5 — Biocombustiveis que podem ser produzidos a partir de microalgas (adaptado de Jones &
Mayfield, 2012)

O avanco tecnoldgico é também fundamental para a eficiéncia e otimizacdo de todas as etapas
da producdo, pois aspetos como a energia consumida nos sistemas de cultivo, na colheita, na secagem
e na extracdo sdo cruciais na analise econdmica (Jones & Mayfield, 2012).

Tém sido desenvolvidos diversos estudos laboratoriais e a escala piloto com producdo de
microalgas e a sua consequente utilizacdo num conceito de biorrefinaria (Tabela 1.9). No entanto, a
analise econdmica e a passagem destes estudos a escala industrial apresentam diversos
constrangimentos. Um estudo recente com Nannochloropsis sp. analisou a possibilidade de produzir
pigmentos de elevado valor, com posterior extragdao de dleos para produgdo de biodiesel e utilizagdo
final da restante biomassa para produzir biohidrogénio (Nobre et al., 2013). Contudo, na vertente da
analise econdmica sdo muitos os investigadores que concluem que este conceito ainda ndo é vidvel a
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menos que se encontrem formas mais econdmicas de fazer a colheita e processamento da biomassa
algal (Abdelaziz et al., 2013B; Ferreira et al., 2013; Soares et al., 2013; Pires et al., 2012).

Tabela 1.9 — Trabalhos experimentais com microalgas numa base de biorrefinaria (Silva et al., 2013)

Biorrefinaria de microalgas

- . . . . Farinha . . _ Bioeletri- ..
Biodiesel Bioetanol Biogas BioH. Pigmentos Glicerina . Referéncia
de algas cidade
X X Subhadra e Edwards (2010)

Campenni' et al. (2013);
X X Liu et al. (2012);
Mostafa et al. (2012)

Collet et al. (2011);
X X Ehimen et al. (2011);
Sialve et al. (2009)

X X X Nobre et al. (2012)
X X Kim et al. (2013)

Subhadra e Grinson-George
(2011)

X X Mussgnug et al. (2010)
X* Ferreira et al. (2012)

*Producdo de BioHz auto e heterotroficamente
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2. Parte Experimental

2.1 Microalgas

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes microalgas: Chlorella vulgaris (INETI 58, LNEG_UB,
Portugal) (Cv); Scenedesmus obliquus (ACOI 204/07, Universidade de Coimbra - Algoteca, Portugal) (Sc)
e o Consorcio C (Cons. C), isolado da agua residual.

Para o isolamento do Consércio C a agua residual foi filtrada utilizando microfibra de vidro
(Whatman, EUA) e resuspendida em meio sintético Bristol (Starr & Zeikus, 1993). Foram recolhidas
amostras didrias para observa¢do microscdpica, tendo os Erlenmeyers com a cultura sido incubados a
25 +2°C, com luminosidade de 100uE/m?.s e agitacdo de 130rpm.

O consoérecio isolado incluia diferentes espécies de microalgas entre elas Chlorella, Chaetophora,
Scenedesmus e Navicula (Figura 2.1).

Figura 2.1 — Observagdo microscépica das microalgas do Consércio C

As microalgas (Cv, Sc e Cons. C), antes da inoculagdo, foram cultivadas em reatores cilindricos de
10L com meio Bristol (Starr & Zeikus, 1993), a 25°C, com luz continua de 100uE/m?-s (medida com um
Phywe Lux-Meter) e agitado com ar comprimido filtrado, a uma taxa de fluxo de 1vvm.

2.2 Efluente residual

Os meios de cultura utilizados no fotobiorreator, onde foram conduzidas as experiéncias,
provieram de aguas residuais urbanas das Aguas da Figueira (AdF, Figueira da Foz, PT), recolhidas
depois do tratamento primario.

Durante as experiéncias, que decorreram entre agosto de 2013 e julho de 2014, foram
recolhidas aguas residuais em julho, outubro e novembro de 2013 e margo e junho de 2014, que
serviram para alimentar o biorreator (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Datas das alimentagOes e respetivos volumes introduzidos no fotobiorreator, para cada uma
das experiéncias

Alimentagdes

Data Volume
Efluente de julho ) i
(Chlorella vulgaris)
Efluente de outubro
. Di L
(Scenedesmus obliquus) LI 2L
Dia 37 70L
Dia 47 60L
Efluente de novembro D!a >/ >0t
(Consoérecio C) Dia 62 /5L
Dia 72 60L
Dia 83 50L
Dia 93 55L
i Dia 21 60L
EChL;entlel de rlnarg';o Dia 29 5oL
(Chlorella vulgaris) Dia 34 60L
Dia 9 60L
Efluente de junho .
(scened bliguus) Dia 16 75L
cenedesmus obliquus Dia 21 60L

2.3 Fotobiorreator

As experiéncias decorreram no polo do LNEG em Alfragide, Lisboa (38°43'54,3"N, 9°12'41,3"W),
tendo sido utilizado um protétipo vertical de fotobiorreator (PBR) de 150L (Figura 2.2).

O PBR operou no exterior, com um compressor de ar para efetuar a agitacdo, um méddulo de
membrana para permear a dgua residual tratada e um decantador para concentrar a biomassa (Graca
et al., 2014). Existia ainda um local para as sondas (pH, O dissolvido, CO; dissolvido, temperatura,
irradiagdo luminosa). O PBR, composto por 12 tubos de polimetacrilato de metilo (acrilico) dispostos
verticalmente, com 10cm de didmetro e 200cm de altura, operou em modo batch e semi-continuo.

Saida de gases
Recirculagdo

I—»Permeado
Luz

Mdédulo de
membranas

Decantador

. P

I
ecirculagdo!
_T* ¢ 1 ——Biomassa
I
Alimentagdo 1
{

I
H Compressor de ar

_________ ) it om0
a) Entrada de gases EI b)
Figura 2.2 — Fotobiorreator de 150L: a) esquema simplificado e b) fotografia (adaptado de Graga et al.,
2014)

Os ensaios no PBR foram conduzidos com 4gua residual depois do tratamento primario (=240L)
e sem adicdo de qualquer suplemento. As trés microalgas (Cv, Sc, Cons. C) foram testadas e as
inoculacGes foram efetuadas de forma semelhante. O volume de inéculo de microalga utilizado foi
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calculado de modo a ser obtida uma concentragao inicial no PBR préxima de 0,3 de densidade ética a
540nm. Quando os niveis de nutrientes no meio de cultura do PBR se encontravam abaixo do
preconizado por lei a cultura era colhida, cerca de 30L, juntamente com o permeado (depois de passar
pelas membranas) outros 30L, e nova alimentacdo era realizada ao PBR (60L).

Quando se pretendeu induzir stress nas culturas de microalgas, estas foram deixadas no PBR
depois de terem esgotado os nutrientes da agua residual. O tempo de permanéncia no PBR sem
nutrientes variou de ensaio para ensaio e encontra-se explicitado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — N2 de dias que as culturas de microalgas estiveram sob stress nutritivo

C. vulgaris S. obliquus L. C. vulgaris S. obliquus
. n . Consorcio C cn . cn .
(12 experiéncia) (12 experiéncia) (22 experiéncia) (22 experiéncia)
B -
N2 de dias em 0 7 22 13 12

stress

2.4 Producao das microalgas no fotobiorreator com agua residual

0] crescimento algal foi
monitorizado diariamente assim como a
evolucdo dos nutrientes na dgua residual.
Para isso foram recolhidas amostras do
PBR para avaliar o pH, os niveis de
amonia, nitratos, fosforo e CQO. A leitura
da densidade 6tica a 540nm (DOsa40) era
efetuada utilizando um espetrofoté-
metro JASCO V-530 (as amostras eram
diluidas convenientemente para garantir
que os valores da densidade dtica se
encontravam dentro do intervalo 0,1 — 1)
e o peso seco livre de cinzas (PSLC) por
filtragem de um volume conhecido de

amostra através de um filtro Whatman ) ) .
. Figura 2.3 — Procedimentos para a determinagao do peso seco
GF/C45um (Figura 2.3).
Os parametros da cultura como pH, O; dissolvido, temperatura do ar e irradiagdo solar foram
monitorizados durante os ensaios através de sondas. A agitacdo de ar e o fluxo de recirculagdo eram

controlados manualmente.

A temperatura média do ar e a insolagdo média mensal, durante o periodo das experiéncias,
oscilaram consideravelmente ao longo dos meses e encontram-se na Tabela 2.3 (IPMA, 2014).

Tabela 2.3 - Temperatura média do ar e a insolagdo média mensal durante os ensaios (IPMA, 2014)

C. vulgaris S. obliquus Consércio C C. vulgaris S. obliquus
(12 experiéncia) (12 experiéncia) (22 experiéncia) (22 experiéncia)
Temperatura 23°C 18°C 11°C 16°C 20°C
média do ar
Insolagdo média 350h 225h 160h 250h 310h
mensal
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A colheita das microalgas foi realizada sem floculagdo, deixando a cultura depositar e depois
centrifugando a 10000rpm (Avanti J25, Beckman) durante 10 minutos, Figura 2.4. Foi também testada
a eletrocoagulagao cujo procedimento se explica no ponto 4.1.6. A secagem foi realizada numa estufa
a70°C. No entanto, foram também testados outros dois métodos: liofilizagdo (com um liofilizador Heto
PowerDry LL3000) e secagem em secador solar (SECMAD, LNEG). Os consumos elétricos dos aparelhos
(estufa, centrifuga e liofilizador) foram medidos com um medidor de energia elétrica (Paget Trading
Modell 9149) durante o seu funcionamento, de modo a determinar o consumo efetivo de cada um dos

processos.

b)
Figura 2.4 — Centrifugacdo das microalgas: a) centrifuga, b) amostra por centrifugar e centrifugada, c)
recolha

2.5 Procedimentos de analise para o efluente e sobrenadante

As &guas residuais urbanas das Aguas da Figueira, utilizadas como meio de cultura das
microalgas, foram analisadas e caraterizadas em termos de pH, ido aménio, nitratos, fésforo e CQO.

A medicdo de pH foi feita usando um elétrodo de pH (Crison), para a medi¢do do ido amodnio,
(NHz*) foi utilizado um Elétrodo Seletivo de I6es NH4 (Crison),

A determinagdo de nitratos (NOs’) foi realizada pelo método "Nitrate Cell Test 1.14542" (kits de
teste Spectroquant Merck) usando um espetrofotometro HACH DR/2010. Para o fosforo usaram-se
kits comerciais Phosver 3 (acido ascérbico) em comprimidos em pé para leitura no espetrofotémetro
(HACH DR/2010).

A caréncia quimica de oxigénio (CQO) foi determinada com kits de Hach Lange, Hach 21258-51
(0 a 150mg.L™* CQO). Uma amostra de 2mL previamente filtrada, com um filtro de 0,22um (Millipore),
e diluida foi misturada com a solucdo de reagcdo num tubo de ensaio e aquecida durante duas horas a
150°C num termobloco. Depois de arrefecer até a temperatura ambiente o tubo de ensaio foi
introduzido no espetrofotémetro (HACH DR/2010) e a leitura efetuada a 620nm. Os resultados de CQO
(mg.L?) s3o definidos como os miligramas de O, consumido por litro de amostra sob as condi¢des
desde procedimento.

O sobrenadante, depois de recuperada a biomassa, foi sujeito as mesmas analises (azoto,
fosforo e CQO) realizadas para o efluente, que foram conduzidas de forma similar de modo a avaliar a
eficiéncia do tratamento.
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2.6 Ensaio de eletrocoagulacao (EC)

Para o ensaio de eletrocoagulacgdo (EC) utilizou-se a microalga Scenedesmus obliquus que tinha
sido recolhida no 13.2 dia de cultivo.

Testaram-se trés intensidades diferentes de corrente elétrica (0,2A, 0,3A e 0,4A), trés tempos
de operacdo (2min, 4min e 6min) e a utilizacdo de dois elétrodos de aluminio de 2 ou de 3cm de largura,
que resultaram numa area de contacto com a cultura de 20cm? e 36cm?, respetivamente. Os elétrodos
tinham 1mm de espessura.

Os elétrodos de aluminio, no processo de EC, consistiam em dois retangulos de aluminio
dispostos paralelamente, distando entre si 1cm e ligados a uma fonte de alimentagdo externa de
corrente continua (DC), modelo HY3005D, MASTECH®. Todos os ensaios foram realizados em
recipientes de vidro de 500mL preenchidos com 400mL de cultura e, durante o processo, a suspensao
de microalgas esteve em constante agitagdo a 100rpm (modelo HEIDOLFH), utilizando um agitador
magnético, Figura 2.5.

Jan

a) b)
Figura 2.5 — a) Diagrama esquematico do sistema de eletrocoagulacdo (1- agitador magnético, 2- cultura
da microalga, 3- elétrodos de aluminio e 4- fonte de energia DC) b) fotografia do sistema

Para a determinacgado da eficiéncia de recuperacado da biomassa algal foram recolhidas amostras
de 1mL logo abaixo da camada de algas floculada a superficie, 1 minuto depois do processo de EC ter
sido interrompido. Estas amostras foram retiradas de forma cuidadosa de modo a ndo perturbar a
suspensdo. Seguidamente, a densidade otica foi medida a 540nm (num espetrofotoémetro UV-VIS
Hitachi-2000) e comparada com a densidade 6tica da cultura antes do processo de eletrocoagulagao,
de acordo com a equagdo 2:

.0.,-D.0.
Equacgdo 2 Eficiéncia de recuperagio da biomassa (%) = DL—D_f X 100

D.0.;
Onde D.O.; é a densidade 6tica da suspensdo antes do tratamento de EC e D.O. é a densidade
Otica da suspensdo apds o tratamento de EC.

Depois do processo de eletrocoagulagdo os flocos de microalgas tenderam a juntar-se a
superficie do meio. Esta biomassa foi recolhida para ser centrifugada e posteriormente seca em estufa
ou num secador solar.
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2.7 Caraterizacao da biomassa microalgal

Para a carateriza¢do da composicdo da biomassa microalgal em termos de conteldo em lipidos
e pigmentos, esta foi previamente seca, moida num moinho de café e posteriormente num moinho de
bolas (Retsch - modelo MM400) (Figura 2.6), durante 4 minutos a uma velocidade de 25s™.

Figura 2.6 — a) Moinho de bolas (Retsch), b) amostra intacta e amostra moida

De varios pré-tratamentos testados aquele que originou maior recuperacdo de lipidos foi a
utilizacdo de moinho de café (para homogeneizar a amostra) seguida de moinho de bolas (para partir
as células) (Gouveia et al., 2014).

2.7.1 Contetido em Lipidos

A extracdo de lipidos foi conduzida num aparelho de Soxhlet durante seis horas, utilizando cerca
de 1g de biomassa (apds pré-tratamento) e n-hexano como solvente. A quantidade total de lipidos foi
determinada gravimetricamente. Neste método a biomassa é colocada num cartucho (Whatman —
cellulose extraction thimbles) que é depois introduzido num extrator Soxhlet, na base do qual é
colocado um baldo de fundo redondo com cerca de 170ml de n-hexano. Estas estruturas de vidro sdo
colocadas na manta de aquecimento que esta adaptada a um refrigerante de bolas (Figura 2.7). No
final da extragdo, o solvente contendo o dleo é filtrado para um baldo de evaporagao, previamente
tarado, que é depois levado ao Rotavapor (BUCHI-R-200), para separar o solvente do éleo (Figura 2.7).
No final, o baldo contendo o éleo esteve 1 hora na estufa a 103°C, de modo a evaporar quaisquer
vestigios de solvente, apds o que foi pesado.

b)
Figura 2.7 — a) Extragdo de dleos em Soxhlet, b) separa¢do do solvente dos éleos, no Rotavapor
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2.7.1.1 Hidrélise acida

O procedimento da hidrdlise acida da biomassa permite contabilizar a quantidade total de dleo
presente na biomassa microalgal e assim avaliar o grau de eficiéncia dos pré-tratamentos,
nomeadamente do moinho de bolas.

Para a hidrdlise acida utilizou-se cerca de 1g de biomassa seca a qual se adicionaram 40mL de
HCI (4N), tendo a mistura reagido durante 1 hora a 150°C num BLOC DIGEST 20. Depois de arrefecer,
o conteudo foi vertido para um filtro e lavado com agua destilada até a agua de lavagem ter atingido
pH neutro, Figura 2.8.

Posteriormente, o filtro foi deixado a secar, sendo depois introduzido num cartucho para ser
submetido a extragdo Soxhlet. A determinacdo da quantidade de déleo obtido foi feita
gravimetricamente.

Figura 2.8 — Hidrdlise Acida: a) amostras e aparelho de digestdo em funcionamento, b) filtracdo
2.7.2 Caraterizacio da Fracao Lipidica

2.7.2.1 Composicio em Acidos Gordos

A composicdo da fragdo lipidica em termos de acidos gordos foi determinada por cromatografia
gasosa (GC). Os ésteres metilicos de acidos gordos foram preparados com base na EN ISO 5509
(método do trifluoreto de boro — Anexo 1) (EN ISO 5509:2000). Colocou-se uma pequena porgao da
amostra obtida anteriormente num baldo de destilagdo de 50mL, ao qual se adicionaram reguladores
de ebuli¢cdo (cerca de 10 esferas de vidro) e 4mL de solugdao metandlica de NaOH (2mL de NaOH em
100mL de metanol). Instalou-se o baldo de destilacdo, ligado ao suporte e a refrigeracao, e colocou-se
num banho termostatizado a 80°C durante 6 minutos e, seguidamente, adicionaram-se 5mL de
trifluoreto de boro. Trés minutos depois juntaram-se 3mL de iso-octano e retirou-se o baldo do banho.
Acrescentaram-se 40mL de solucdo saturada de NaCl e agitou-se fortemente durante 15 segundos.
Apds a separagdo das fases transferiu-se a camada superior para um tubo de ensaio, fazendo-a passar
por sulfato de sédio anidro.

As amostras obtidas foram analisadas por cromatografia gasosa usando um CP-3800 GC (Varian,
USA) equipado com uma coluna capilar de 30m SUPELCOWAX 10 (0,32mm de diametro interno e
0,25um de espessura). As temperaturas do injetor (split 1:50) e detetor (flame ionization detector)
foram mantidas constantes a 250°C. A temperatura do forno foi programada para comecar a 220°C
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durante 16 minutos, aumentado 20°C.min! até aos 230°C e mantendo-se nesta temperatura durante
4 minutos. O gés de arrasto, hélio, foi mantido a uma taxa constante de 1,2mL.min™%.

A composicdo dos acidos gordos foi calculada como uma percentagem dos acidos gordos totais
presentes na amostra, determinada pelas areas dos picos, de acordo com a Norma Europeia EN 14103
(EN 14103:2003).

2.7.2.2 Conteddo de matéria saponificavel

O conteldo em ésteres metilicos foi determinado apds preparacdo da amostra pelo método do
trifluoreto de boro, descrito no ponto 2.7.2.1, tendo-se adicionado a amostra a analisar
heptadecanoato de metilo, como padrdo interno. A equac¢do 3 permitiu a contabilizacdo da
percentagem de ésteres metilicos que é possivel obter a partir da matéria saponificavel presente na
fracdo lipidica da biomassa microalgal.

€A-Apj, X mpy x Viso—octano

ApJ. Va

Equacdo 3 9% Esteres Metilicos = X 100

Mmicroalga
Onde €A é o somatdrio das areas, Ap) € a area do padrdo interno, mp; € a massa do padrdo
interno, Vor corresponde ao volume de iso-octano adicionado, Va é o volume de iso-octano final e
Mmicroalga € @ Massa de microalga utilizada.

2.7.2.3 Indice de acidez

A determinacdo da acidez dos dleos obtidos foi realizada seguindo a norma NP EN ISO 660
(2002). Para isso adicionou-se num Erlenmeyer uma amostra de 6leo e a mistura dissolvente (em
volumes iguais de éter e etanol) previamente neutralizada com solu¢do 0,01N de hidréxido de potdssio
(KOH) na presenca de solugdo alcodlica de fenolftaleina, como indicador.

Titulou-se com solucdo de KOH 0,01N até aparecer uma cor rosada persistente e verificou-se a
normalidade do KOH. O indice de Acidez é calculado pela equacio 4:

Vkon X N x Mgon

Equacdo 4 Indice de Acidez (mg KOH/g) =
Msleo
Onde Vion € 0 volume da solucdo de KOH gasta (em mL), N é a normalidade da solugdo de KOH,
Myon € @ massa molar de KOH e mg¢ieo corresponde a massa da amostra de dleo.

2.7.2.4 indice de iodo

Oindice deiodo, parametro que permite avaliar o grau de insaturacdo de um dleo (ou biodiesel)
pode ser calculado teoricamente utilizando os seguintes fatores de multiplicacdo para os ésteres
metilicos de acidos gordos insaturados (Tabela 2.4), de acordo com a EN 16300 (2013).

Oindice de iodo pode ser também determinado na pratica, segundo a norma europeia EN 14111
(2003), e permite estabelecer o grau de insaturagdo de misturas de ésteres metilicos de acidos gordos,
tal como quando calculado teoricamente.

A cerca de 0,15g de biomassa algal adicionaram-se 20mL de solvente (ciclohexano e acido
acético em partes iguais) e posteriormente 25mL de solugdo de Wijs. O recipiente foi tapado e
colocado no escuro durante uma hora. Acrescentaram-se 20mL de solu¢do de iodeto de potdssio (10g
de Kl em 100ml de H,0) e 150mL de agua. Titulou-se, sempre com agitacdo, com solu¢do de tiossulfato
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de sddio 0,1N até a solugao adquirir uma tonalidade amarela. Juntaram-se umas gotas de solucdo de
cozimento de amido como indicador (0,5g de amido em 103mL de agua) e continuou-se a titulagdo até
a solucgdo ficar com uma cor branca acinzentada, préxima do ensaio em branco.

O indice de iodo da amostra é dado pela equagdo seguinte (Eq. 5):

Equagdo 5 indice de lodo (g 1,/100g) = YE=Ya) XCx1269

m

Onde: V3 é o volume de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo do ensaio em branco (mL); V4 é o
volume de tiossulfato de sddio gasto na titulagdo da amostra (mL); C é a concentragdo do tiossulfato
de sédio (N); m é a massa da amostra (g).

Tabela 2.4 - Esteres metilicos e respetivos fatores de multiplicagdo (EN 16300, 2013)

Esteres metilicos de acidos gordos insaturados Fator de multiplicagao
Tetradecanoato de metilo (C14:1) 1,056
Hexadecanoato de metilo (C16:1) 0,950
Heptadecenoato de metilo (C17:1) 0,899
Octadecanoato de metilo (C18:1) 0,860
Octadecadienoato de metilo (C18:2) 1,732
Octadecatrienoato de metilo (C18:3) 2,616
Eicosenoato de metilo (C20:1) 0,782
Eicosadienoico de metilo (C20:2) 1,574
Eicosatrienoico de metilo (C20:3) 2,376
Docosenoato de metilo (C22:1) 0,720
Docosadienoico de metilo (C22:2) 1,448
Docosatrienoico de metilo (C22:3) 2,184

2.7.3 Contetido em Agtcares

A extragdo de agUcares da biomassa algal foi realizada adicionando acido sulfurico (H2SO4 - 2N)
a 0,5g de biomassa seca e autoclavando por 60 minutos a 121°C. Posteriormente a amostra foi filtrada
por um filtro de 0,2um, ver Figura 2.9. Este método foi otimizado por Miranda e colaboradores (2012)
para a extragdo de aglcares da biomassa de microalgas, uma vez que o método original foi otimizado
para a extragcdo de materiais lenhoceluldsicos (Miranda et al., 2012; Hoebler et al., 1989).

a)

Figura 2.9 — Extragdo e determinagao dos aglcares totais

O conteudo total em agucares foi determinado pelo método do reagente fenol-sulfurico (DuBois
et al., 1956). A 1mL de amostra, previamente diluida (1:20), foi adicionado um 1mL de solugao de fenol
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(5% p/v) e 5mL de acido sulfdrico a 96%. Repousou por 10 minutos a temperatura ambiente e por 15
minutos num banho de 4gua fria. Foi agitado num agitador de vortex e lido num espetrofotémetro a
490nm (Figura 3.9). Foi preparada uma curva de calibragdo usando padrdes de glucose e os resultados
dos hidratos de carbono totais nas amostras de microalgas foram expressos em termos de
equivalentes em glucose (Eq. 6):

Equacgdo 6 [glucose] = (declive da reta X Auq + intercecdo) X fator de diluigio
r? =0.9947

Asgo é @ absorvancia a 490nm e a concentracdo de glucose é expressa em pg.mL™.

2.7.4 Contetido em Proteinas

O azoto total presente na biomassa foi determinado pelo método modificado de Kjeldahl (AOAC,
2006). Num tubo de Kjeldahl foram colocadas 0,2g de biomassa seca, 5mL de agua destilada e 50mL
de solucdo de digestdo (134g K»SO4 + 650mL H,O + 200mL H»SO4 + 2g HgO/25mL H,SO4 (6N)). A
biomassa foi digerida num dispositivo de digestdo (Buchi Digestion Unit K-424 - Figura 3.10) durante 4
horas. Posteriormente, foi colocada num dispositivo de destilagdo (Buchi Distillation Unit K-350 - Figura
2.10) por 6 minutos com os reagentes hidroxido de sddio e tiossulfato de sédio. Seguidamente,
adicionou-se ao destilado 50mL de soluc¢do indicadora de acido bdrico. Por fim, fez-se uma titulagdo
com solugdo stock de H,SO4 (0,02N), tendo a proteina total sido calculada multiplicando o azoto total
pelo fator de conversao convencional de 6,25 (Jones, 1931).

b)
Figura 2.10 — a) aparelho de digestdo, b) aparelho de destilagdo, c) titulagdo

2.7.5 Conteudo em Pigmentos

Num tubo de ensaio colocou-se 15mg de biomassa moida, 2mL de acetona e 0,7mg de
microesferas de vidro. O tubo esteve 2 minutos num agitador de vortex e depois 5 minutos num banho
de gelo. A amostra foi posteriormente centrifugada durante 8 minutos a 3900rpm (Sigma Sartorius 2-
6E), tendo sido depois removida a parte liquida para outro tubo. O processo de agitacdo e banho de
gelo foi repetido 4 vezes e novamente centrifugado e todo este procedimento foi repetido cerca de 6
vezes, até o liquido se apresentar sem cor. Toda a fase liquida foi quantificada e filtrada.

Os pigmentos totais foram calculados por espetrometria (Hitachi-2000), tendo a leitura sido
feita entre os 380 e os 700nm.
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Para a quantificacdo dos pigmentos totais usou-se a equagdo de Beer Lambert (Eq. 7) com um
valor de 215L/(g.cm) para o coeficiente Gtico especifico e o comprimento de onda de maxima
absorvancia das amostras (Gouveia et al., 1996)

AXV XS

1%
Eiim>xm

Equacdo 7 Pigmentos Totais (%) =

Onde A é a absorvancia (ao comprimento de onda de maxima absor¢do), V é o volume total de
pigmento extraido (mL), f é o fator de dilui¢do, E%;.m é o coeficiente de extingdo e m o peso da amostra
(g). O coeficiente de extincdo utilizado baseou-se na média de EY;., dos carotendides
maioritariamente encontrados nas microalgas, segundo Gouveia & Empis (2003).

Os carotendides foram identificados por cromatografia de camada fina (TLC), utilizando uma
placa de silica gel, que foi previamente aquecida na estufa a 80°C durante 30 minutos. O eluente
consistiu numa mistura de éter de petrdleo 40-60°C:acetona:dietilamina numa proporgdo 10:4:1
(v/v/v) (Figura 2.11).

Figura 2.11 — a) preparagdo da placa de silica gel, b) placa de silica gel na fase final da elui¢do

Foram também preparados padrées dos pigmentos Astaxantina, B-caroteno, Cantaxantina e
Luteina que foram igualmente colocados numa placa de silica gel e eluidos com duas amostras de C.
vulgaris.

2.8 Obtencao de biodiesel a partir de biomassa microalgal

2.8.1 Transesterificacao direta ou in situ

Para o calculo do rendimento da transesterificacdo direta utilizaram-se 100mg de cada uma das
microalgas, em duplicado, tendo a biomassa sido moida previamente num moinho de bolas (Retsch -
modelo MM400). A cada um dos frascos de 20mL, com a biomassa microalgal, adicionou-se o
catalisador H,S04 (1,2% v/v de metanol) e 4mL de metanol. Apds selados e encapsulados, os frascos
foram colocados numa incubadora durante 4 horas a uma temperatura de 55°C, com agitacao a
200rpm. Posteriormente, adicionou-se 5mL de d4gua destilada, para parar a reacdo, e 2mL de
cloroférmio, agitando-se o frasco de modo a homogeneizar o seu conteddo. Depois das fases bem
separadas transferiu-se a fase inferior (fase organica) para um outro recipiente, fazendo-a passar por
uma pipeta de Pasteur com algodao e sulfato de sédio anidro para remocao de humidade (Figura 2.12).
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Figura 2.12 — Transesterificacdo direta: a) preparagdo das amostras, b) mistura com cloroférmio, c) filtragdo

Adicionou-se cloroférmio mais duas vezes e repetiu-se o processo. Evaporou-se o cloroférmio
num banho termostatizado a 80°C e passou-se um jato de azoto para evaporar os vestigios de solvente.
Adicionaram-se 1,5mL de solugdo padrio (heptadecanoato de metilo 10mg/mL, em heptano) a cada
uma das amostras, as quais foram analisadas num cromatografo gasoso (Varian CP-3800 GC, USA), nas
condigdes descritas no ponto 2.7.2.1. O célculo do rendimento em Esteres Metilicos foi realizado
segundo a equacgao 8:

EA-Ap, Yeior
, A Xmpj X v
Equacdo 8 % Esteres Metilicos = —£L 4 %100

Mmicroalga

Onde €A é o somatério das areas, Ap, é a area do padrdo interno, mp, é a massa do padrao
interno, Vcor corresponde ao volume de cloroférmio adicionado, Va é o volume de cloroférmio final e
Mmicroalga € @ Massa de microalga utilizada.

2.9 Producao de Biohidrogénio por fermenta¢ao no escuro

O biohidrogénio foi obtido por fermentacdo no escuro pela bactéria Enterobacter aerogenes,
ATCC 13048 Sputum (American Type Culture Collection, Manassas, USA). O crescimento da bactéria
foi feito em meio de cultura sintético composto por 20g/L de solugdo de peptona com 5g/L de NaCl,
tendo sido posteriormente inoculada durante a sua fase exponencial. Para os ensaios de producdo de
hidrogénio foram utilizados frascos de vidro de 159mL com uma proporc¢do de fase gasosa:fase liquida
de 5:1. Foi utilizado como substrato biomassa algal (Cv, Sc e Cons. C) sujeita a stress, numa
concentracdo de 2,5gmassaseca/L. O meio fermentativo continha K;HPO4 (7g/L), KH,PO4 (5,5g/L), triptona
(5g/L), extrato de levedura (5g/L), (NH4)2S04 (1g/L), MgS04.7H,0 (0,25g/L), CaCl,.2H,0 (0,021g/L),
Na,Mo04.2H,0 (0,12g/L), acido nicotinico (0,02g/L), Na,SeOs; (0,172mg/L) e NiCl, (0,02g/L). Os
biorreatores contendo a biomassa algal e o meio fermentativo foram previamente esterilizados em
autoclave a 121°C, por 15 minutos.

Durante a inoculagdo da cultura de bactérias nos reatores, com o meio fermentativo e o indculo
de microalgas, procedeu-se ao borbulhamento com N, de modo a eliminar o O, existente. A inoculagdo
foi feita com a bactéria E. aerogenes, na sua fase exponencial, a 10% v/v e o reator foi selado com uma
tampa de borracha e encapsulado com uma tampa de aluminio. O processo de fermentacdo foi
conduzido numa incubadora orbital a 30°C, com agitacdo a 220rpm, tendo a cinética de producgdo de
biohidrogénio sido seguida durante 8 horas (Batista et al., 2014).
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As amostras de gds foram retiradas diretamente da fase gasosa dos reatores e o seu conteudo
em H; e CO; foi analisado por cromatografia gasosa, num Varian 430-GC com um detetor de
condutividade térmica e coluna de silica fundida (select Permanent gases/CO2-Molsieve
5A/Borabound Q tandem #CP 7430). O injetor de gases e a coluna encontravam-se a 80°C e o detetor
a 120°C. O gas de arraste utilizado foi o argon, a uma taxa de 32,4mL/min, e usou-se uma seringa de
gas para a injecdo de 0,5mL de gds da fase gasosa de cada reator, no cromatdgrafo.

O sobrenadante dos ensaios de fermentacdo, obtidos por centrifugacdo a 15000rpm/2min
(Hitachi Himac CT15E) e filtragdo, foram analisados num HPLC em termos de concentracdo de etanol
e acidos organicos.

Esta andlise foi conduzida num sistema Merck Hitachi HPLC (Darmstadt, Germany) equipado
com uma coluna Aminex HPX-87H e com um detetor de index de refracdo. A temperatura da coluna
foi ajustada a 50°C e o eluente consistiu em H,S04, 5mM a uma taxa de 0,5mL/min. O volume da inje¢do
foi de 20pL.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Produtividade das microalgas e eficiéncia de remocio dos
nutrientes

As aguas residuais, utilizadas na alimenta¢do das microalgas no fotobiorreator, apresentavam
composicées distintas devido, entre outros fatores, a variagdo sazonal da populac¢do e a pluviosidade
(Tabela 3.1). A Tabela 3.2 mostra a produtividade maxima das trés microalgas, as taxas maximas de
remocdo e o tempo até serem atingidas essas taxas (Graca et al., 2014).

Tabela 3.1 - Caraterizagdo dos efluentes residuais de Aguas da Figueira (AdF) usadas nos ensaios

Carateriza¢do das Alimentagdes (mg/L)

NHz* NOs N-NOs- POs*> P-PO4* P20s CcQo
Efluente de julho 156,12 <22 <0,5 12,6 4,0 9,4 145
(Chlorella vulgaris)
AlGEHEBE DD 2222 <22 <05 14,3 48 10,8 131
(Scenedesmus obliquus)
Efluente de novembro 473,0 <272 <0,5 22,8 7,5 17,0 147
(Consorcio C)
A C L 37,0 <22 <05 48 1,5 38 78
(Chlorella vulgaris)
Efluente de junho 20,9 5,5 1,3 21,0 6,8 15,8 68

(Scenedesmus obliquus)

O CQO presente nas aguas residuais, antes do tratamento com microalgas, ja se encontrava
abaixo dos limites maximos de emissdo (Tabela 3.1), pelo que ndo constituiria uma limitacdo. Porém,
do ponto de vista ambiental, é sempre melhor ter valores menores.

O primeiro ensaio com Chlorella vulgaris decorreu entre julho e agosto de 2013 e durou 12 dias,
nao tendo sido feita qualquer alimentacdo. A produtividade maxima foi atingida ao 52 dia, sendo
0,10g.Lt.dia e as remoc¢des méximas de azoto total, fosforo e CQO foram, respetivamente, 84%, 95%
e 36%. No entanto, teria de ser atingida uma remocdo > 87% de azoto total para que os requisitos de
emissdo das aguas residuais fossem cumpridos. O fésforo contido no efluente estava abaixo dos
limites.

O primeiro ensaio com Scenedesmus obliquus decorreu em outubro de 2013 e durou 13 dias,
tendo sido feita uma alimentacdo no 82 dia da experiéncia. A produtividade maxima para o S. obliquus
foi atingida no 92 dia, sendo 0,44g.L.dia™! e as remogBes maximas de azoto total, fésforo e CQO foram
95%, 92% e 63%, respetivamente. Os critérios de emissdo para o azoto foram atingidos ao fim dos 12
dias, o fosforo estava dentro dos limites.

O ensaio com o Consércio C decorreu entre novembro e marg¢o e durou 103 dias, tendo sido
feitas sete alimentages depois da primeira inoculag¢do. A produtividade maxima para o Consércio C
foi alcancada ao 722 dia, sendo 0,90g.Lt.dia? e as remo¢des maximas de azoto total, fésforo e CQO
foram 98%, 100% e 64%, respetivamente. Os critérios de emissdo para o azoto foram atingidos ao fim
de 33 dias e para o fosforo ao 262 dia.

O 22 ensaio com C. vulgaris decorreu entre abril e maio de 2014, durou 43 dias e foram feitas 3
alimentacdes. A produtividade maxima neste ensaio foi obtida no 12 dia, sendo 0,38g.Lt.dia? e as
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remocdes maximas de azoto total, fésforo e CQO foram 76%, 56% e 40%, respetivamente. E
importante considerar que este efluente possuia muito menor carga do que os anteriores para os trés
parametros, ainda assim, a cultura levou 19 dias para consumir o azoto em excesso.

O 22 ensaio com S. obliquus decorreu entre junho e julho de 2014, durou 28 dias e foram feitas
3 alimentacgdes. A produtividade méaxima neste caso verificou-se ao 132 dia, sendo 0,98g.L " .dia™ e as
remog¢Bes maximas de azoto total, féosforo e CQO foram 80%, 93% e 38%, respetivamente. Este
efluente também apresentava uma carga relativamente baixa para os trés parametros, tendo a cultura
ao fim de 5 dias consumido o azoto e fésforo necessarios ao cumprimento dos requisitos.

Tabela 3.2 — Taxas maximas de remoc¢do de nutrientes e respetivas produtividades maximas, para cada
alimentagdo, para as diferentes microalgas

Taxas maximas de remogao Produtividade Concentragio
Ensaios para cada alimentagdo (%) méxima de biomassa maxima de
Nwwa Dia P-POs> Dia CQO Dia (g.Ltdia™) biomassa (g.L?)
Sl 24 11 95 8 36 4 0,10 0,44
Efluente de julho
Scenedesmus 80 8 86 8 63 5 0,35 0,90
obliquus
Efluente de outubro 95 13 92 13 39 13 0,44 1,31
98 36 99 36 64 12 0,51 1,13
90 43 17 43 0 43 0,12 0,87
L. 88 56 99 56 43 54 0,21 1,79
c;::;:g‘gec 31 62 0 62 0 62 0,10 0,54
novembro 92 69 98 69 32 69 0,90 0,50
94 83 100 83 20 83 0,15 0,90
95 93 99 90 0 90 0,27 0,65
91 103 96 99 0 99 0,06 0,59
68 21 45 21 40 9 0,38 0,86
Chlorella vulgaris 76 26 23 26 0 26 0,04 0,35
Efluente de marco 57 34 20 34 0 34 0,00 0,08
70 43 56 40 29 43 0,02 0,28
80 9 93 9 38 5 0,56 1,11
N ;: 58 16 0 12 0,98 1,79
obliquus 80 19 59 19 0 19 0,31 0,67
Efluente de junho
73 26 52 23 19 26 0,28 0,94

De acordo com o anteriormente exposto, as taxas de remogdo para o azoto e fésforo permitiram
a descarga das aguas residuais, provando que este fotobiorreator é suficientemente eficiente no
tratamento destas mesmas aguas.

O tratamento das aguas residuais conduzido pelas microalgas Cv e Sc esta proximo dos
encontrados na literatura. Foram descritas remogdes de N e P préximas de 100% com C. vulgaris, no
tratamento de aguas residuais urbanas (Ji et al., 2013). Também Arbib e colaboradores (2014)
atingiram remogdes superiores a 90% para o azoto e a 98% para o fésforo para a C. vulgaris e S.
obliquus (Arbib et al., 2014). Os mesmos autores obtiveram produtividades muito préximas das obtidas
no presente estudo para a C. vulgaris (0,113g.L.dia?) e significativamente inferiores para S. obliquus
(0,152g.L.dia?), tal como McGinn et al. (2012) que alcancaram produtividades maximas de
0,267g.L't.dia para S. obliquus em 4guas residuais e cultura continua. Estes Gltimos autores obtiveram
remocdes de azoto total e fésforo de 90% em 6,5 dias, no entanto partiram de um efluente secundario
qgue continha cerca de menos 80% de carga dos nutrientes N e P. Esta pode ser uma das razées que
explica a produtividade consideravelmente superior da microalga Sc no presente ensaio.
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Na 22 experiéncia com Sc atingiram-se as taxas de produtividade mais elevadas, 0,98g.L .dia’,
0 que era expectavel, dado as condi¢des meteoroldégicas mais favoraveis, uma vez que era junho. O
ensaio com o Cons. C alcan¢ou taxas de produtividade bastante préximas da anterior (0,90g.Lt.dia) e
as mais elevadas de remocdo de nutrientes, o que seria expectavel, uma vez que o consércio foi isolado
do efluente e estaria melhor adaptado as aguas residuais do que os restantes (Graga et al., 2014).
Porém, esses resultados foram alcangados ao fim de um periodo de tempo mais longo. E, por isso,
importante referir que as condi¢cdes nas quais o Cons. C se desenvolveu (nomeadamente temperatura
média do ar e insolagao) eram muito menos favordveis do que para aquelas em que se desenvolveram
as outras duas espécies.

As taxas de produtividade alcancadas pela Sc sdo, também, consideravalmente mais elevadas
do que as obtidas por Ho e colaboradores (2013) de 0,55g.L .dia e por El-Sheekh e colaboradores
(2013) de 0,29g.L.dia!, ambas produzidas em meios de cultura sintéticos (El-Sheekh et al., 2013; Ho
et al., 2013). Similarmente Gouveia & Oliveira (2009) alcancaram produtividades de 0,18g.L .dia’ e
0,21g.Lt.dia para C. vulgaris e S. obliquus, respetivamente, produzidas em meios de cultura sintéticos,
0 que também é consideravelmente inferior ao alcancado no presente estudo. Do ponto de vista
econdmico e ambiental este resultado é altamente promissor.

3.2 Colheita de microalgas: eletrocoagulacao versus centrifugacao

No processo de eletrocoagulagcdo com vista a colheita da biomassa microalgal, o efeito da
corrente elétrica no meio de cultura origina um disturbio na camada elétrica negativa existente a
superficie das células e a formacdo de microbolhas de O, e/ou H,, que conduzem a formacdo de
fléculos de microalgas. Durante o processo, os elétrodos libertam ides metalicos que funcionam como
agentes floculantes. Os floculos formados normalmente deslocam-se para a superficie da suspensdo
(flotagdo) e caiem posteriormente (sedimentagdo). Durante o processo de EC foi visivel a suspensdo
tornar-se cada vez mais transparente e a superficie do meio ficar com uma camada de fléculos de
microalgas cada vez mais densa (Figura 3.1).

A eficiéncia do processo de EC é superior em
espécies de microalgas marinhas, uma vez que a
existéncia de cloreto de sédio no meio aumenta a
condutividade do mesmo, levando a menores
consumos de energia elétrica. Por esta razdo é
possivel obter melhores resultados com a EC em
culturas salinas, como a Nannochloropsis sp.,

(Matos et al., 2013) ou Tetraselmis sp. (Uduman et

al. 2011) do que em culturas de agua doce, comoa  Figura 3.1 - Controlo e ap6s o processo de EC a
S. obliquus. 0,2A durante 6 minutos, em S. obliquus

No presente estudo o efeito da aplicagdo de corrente elétrica ao meio de cultura com microalgas
foi testado utilizando diferentes intensidades de corrente, tempos de operagdo e tamanhos de
elétrodos de aluminio.

Os resultados (Figura 3.2) mostram que é possivel atingir eficiéncias de recuperacéo de biomassa
da S. obliquus superiores a 95% em apenas 6 minutos, aplicando 10mA.cm™. A recupera¢do maxima
alcancada foi de 99% para intensidades de corrente elétrica de 11mA.cm™. O aumento da intensidade
de corrente de 0,2 para 0,4A ndo aumentou significativamente a eficiéncia do processo na recuperagao
da biomassa para o tempo final testado.
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A aplicagdo de corrente elétrica durante 2 minutos para qualquer das intensidades de corrente
e area de elétrodos resultou em recuperagdes da biomassa inferiores a 70%, exceto para a situagdo de
maior area de elétrodos e amperagem mais elevada.

A utilizagdo de 0,3A, com voltagem média de 12,8V, atingiu recuperagbes de biomassa de 99%
para os elétrodos com uma &area de 20cm?. Para os elétrodos com 36cm? a recuperacio foi de 88%,
sendo a voltagem média de 10,8V. Esta diferenca deve-se ao facto de estar a ser aplicada uma
intensidade de corrente de 15mA.cm™ na primeira situacdo e de 8,3mA.cm’ na segunda situacdo
(36cm? de elétrodos).

Elétrodos com 20cm?
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Elétrodos com 36cm?
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Figura 3.2 — Eficiéncias de remogdo de biomassa para diferentes amperagens e dreas de elétrodos, para a
microalga S. obliquus

Estes resultados estdo em concordancia com outros descritos para a recuperacdo de
Botryococcus braunii, também uma microalga de dgua doce, onde 30 minutos foram suficientes para
recuperar 90% da biomassa. Neste caso a intensidade de corrente aplicada foi de 1,3mA.cm™ (Xu et
al., 2010). Segundo outros estudos, as eficiéncias de recuperag¢do de biomassa com a EC podem ser de
80 a 95%, podendo mesmo atingir os 100% em condig¢des otimizadas (Uduman et al., 2011).
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A relagdo entre a area dos elétrodos e o volume de cultura é um parametro importante na
determinacdo da solugdao mais econdmica e eficiente do ponto de vista energético. Por outro lado, a
intensidade de corrente a aplicar é um parametro que tem de ser otimizado em fung¢do da
concentracao do meio de cultura.

A diminuicdo do volume total de cultura a centrifugar, utilizando o processo de eletrocoa-
gulacdo, é muito significativo. Neste ensaio, partindo de um volume inicial de 5 litros de biomassa
verde de Sc, foram centrifugados apenas 0,24L. O consumo associado a esta centrifugacdo foi de
0,07kWh. 300 -

A centrifugacdo do volume total de meio
(5L) teria um consumo de 1,38kWh, por
comparagdo com o que foi gasto na totalidade do
processo de EC, no valor de 0,08kWh
(eletrocoagulagdo com agitagdo + centrifugagao).

250 +

200 + B Eletrocoagulagdo

Assim, a utilizacggo do processo de B Centrifugac3o

eletrocoagulagao antes da centrifugagdo resultou

numa diminuicdo de 94,2% de energia. 150 1

A Figura 3.3 explicita a variagdo do
consumo elétrico, por metro cubico de cultura,
em funcdo do processo utilizado para a colheita
das microalgas.

100 +

Consumo de Energia (KWh.m3)

Os resultados do presente estudo sao
similares aos obtidos com Nannochloropsis sp.,
(microalga de agua salgada) com uma diminuicdo 0

da energia consumida de 92% (Matos et al., Centrifugacdo  Eletrocoagulagdo +
Centrifugacao

2013). Num ensaio com Spirogyra sp. foram
obtidas diminuigdes do consumo energético com Figura 3.3 - Estimativa do consumo

. . energético para diferentes cenarios
a colheita, de cerca de 90% (Ferreira et al., 2014). & ) P .
de colheita de microalgas, num

metro cubico de cultura

3.3 Secagem de microalgas: estufa, liofilizador e secador solar

A biomassa algal utilizada neste trabalho foi maioritariamente seca em estufa. No entanto, para
se obter biomassa seca utilizando a estufa a 70°C foi necessario um tempo de operagdo de cerca de 6
a 8 horas (humidade da biomassa préxima de 85%), o que se traduziu num consumo de cerca de
0,434kWh. A estufa utilizada tinha capacidade para secar de 1,2kg de biomassa, obtendo-se no final
quase 0,2kg de biomassa seca, ou seja, o consumo foi cerca de 0,361kWh.kg* biomassa humida.

A utilizacdo do liofilizador implica que a biomassa seja congelada antes. O processo de secagem
requer normalmente cerca de 24h, dependendo da quantidade de biomassa a liofilizar, o que resulta
num consumo aproximado de 8,73kWh. Utilizando toda a capacidade do liofilizador, resultaria num
gasto de cerca de 1,46kWh.kg* biomassa hiimida. Este processo de secagem origina uma biomassa em
pd, bastante homogénea, sem perda de qualidade e facilmente utilizdvel para outros processos.

No caso da secagem em estufa, a biomassa fica em placas e grumos, sendo dificil solta-la dos
recipientes onde foi colocada; para homogeneizar a biomassa é necessdrio, a maior parte das vezes,
passar por um moinho de café antes da biomassa ser utilizada.
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O secador solar (Figura 3.4) permitiu secar a biomassa algal com 85% de humidade em cerca de
4 a 5 horas. A temperatura média do ar no exterior durante o periodo de secagem foi de 28°C e a
humidade relativa de 15%, o céu apresentou-se praticamente sem nuvens durante a totalidade do
ensaio. O interior do secador solar atingiu uma temperatura maxima de 63°C e uma humidade relativa
de 4% o que possibilitou a rapida secagem da biomassa. As principais vantagens do secador solar foram
ndo apresentar qualquer consumo de energia elétrica e um reduzido tempo de secagem.

Figura 3.4 — Secador Solar SECMAD, LNEG: a) exterior, b) interior com a biomassa a secar

A Figura 3.5 mostra a evolugdo da temperatura e humidade relativa no interior e exterior do
secador solar, durante os ensaios de secagem da biomassa algal.

Evolugdo termohigrométrica no interior do secador solar
[Lumiar, 20a 22 Agosto 2014]
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Evolucdo Termohigrométrica no exterior do secador solar
[Lumiar, 20a 22 Agosto 2014]
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Figura 3.5 —Temperatura e humidade no interior e exterior do secador solar, durante o periodo de ensaios
de secagem da biomassa no secador solar
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Ferreira e colaboradores (2014) utilizaram o mesmo protdtipo de secador solar (SECMAD, LNEG)
para secar biomassa de Spirogyra, conseguindo passar de uma humidade de 85% para 5% em apenas
3 a4 horas. Todavia, a experiéncia foi conduzida utilizando uma pequena ventoinha de 20W para forgar
a circulacdo de ar o que podera ter facilitado a secagem e reduzido o tempo de operacdo (Ferreira et
al., 2014).

3.4 Caraterizacao da biomassa algal

Os resultados obtidos para a caraterizagdo bioquimica das trés microalgas (C. vulgaris, S.
obliquus e Consércio C) e para os dois estados de desenvolvimento em que foram estudadas (normal
e stressada) encontram-se compilados na Tabela 3.3 e estdo expressos em percentagem de peso seco.

Tabela 3.3 — Composi¢do da biomassa algal (Cv: C. vulgaris; Sc: S. obliquus; Cons. C: Consdrcio C). Valores
médios + desvio padrao, expressos em percentagem de peso seco (% ps).

Cv Sc Cons. C
Cv Sc Cons. C
stress stress stress
Lipidos (% ps) 7,85+0,89 11,42+0,63 6,56 +0,46 24,05+1,53 6,38+4,07 11,96+0,87

Acucares Totais (% ps) 23,94+0,89 19,52+1,31 13,49+4,67 40,58+8,10 19,00+4,16 26,77 +0,99
Proteina Bruta (% ps) 51,57+5,84 30,33+0,72 26,53+1,04 34,06£0,20 47,40+3,80 42,35+1,15
Pigmentos (% ps) 0,96 + 0,01 0,30 +0,01 0,54 +£ 0,00 095+0,12 0,72+0,20 0,62+0,03

Cinzas (% ps) 17,86 +0,36 11,35+0,50 14,95+0,47 5,47+1,14 7,70%1,60 6,50 + 0,32

3.4.1 Conteudo em Cinzas

O conteldo de cinzas da Cv é sempre mais elevado do que o das restantes microalgas, quer
enquanto biomassa verde, quer como biomassa stressada. No caso da Sc existe uma variagao
consideravel do conteldo de cinzas, entre os dois estados de desenvolvimento, com o estado
stressado a apresentar um valor bastante baixo. No caso do Cons. C a quantidade de cinzas é baixa nas
duas situacoes.

3.4.2 Conteudo em Lipidos

O conteudo em lipidos para as microalgas Cv, Sc e Cons. C (nao stressadas), moidas em moinho
de bolas, é baixo, cerca de 8%, 7% e 6%, respetivamente. No entanto, para as trés microalgas verifica-
-se um aumento do teor em lipidos depois de sujeitas a stress, sendo essa variacdo mais significativa
no caso da Sc, apresentando a Sc stress um teor em lipidos de cerca de 24%. A Figura 3.6 apresenta o
conteudo em lipidos das trés algas para os dois estados de desenvolvimento.

Na literatura sdo apresentados valores de conteldo lipidico, para C. vulgaris, até 13-30% em
aguas residuais, em fungdo das carateristicas especificas de cultivo (Arbib et al., 2014; He et al., 2013;
Jietal., 2013). Contudo, Gouveia & Oliveira (2009) obtiveram um conteudo lipidico de 5,1% para esta
espécie, quando sujeita a deficiéncia de azoto. Para S. obliquus os estudos mencionam usualmente
conteudos lipidicos na ordem dos 17 a 29% (Arbib et al., 2014; Batista et al., 2014; Ji et al., 2013).
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Figura 3.6 — Conteudo lipidico das microalgas em estudo, expresso em % ps (Cv: C. vulgaris; Sc: S. obliquus;
Cons. C: Consoércio C)

Tem sido referenciado por diversos autores que as microalgas produzem mais lipidos quando
sujeitas a stress ou a ambientes desfavoraveis, por comparacdo com as condi¢cbes Otimas de
crescimento (Gouveia & Oliveira, 2009; Zhekisheva et al., 2002). Em condi¢des étimas as microalgas
sintetizam acidos gordos sobretudo para esterificarem em glicerol (lipido principal da membrana que
constitui entre 5 a 20% do peso seco da célula). Em condi¢des desfavoraveis muitas microalgas alteram
o seu caminho da biossintese de lipidos (que incluem &acidos gordos de C10 a mais de C20) para a
formacdo e acumulagdo de lipidos neutros (20 a 50% ps), principalmente na forma de triacilglicerol
(TAG). Estas substancias servem especialmente como reserva de carbono e energia e depois de
sintetizadas sdo depositadas em densos corpos lipidicos localizados no citoplasma da célula (Kirrolia et
al., 2013).

O aumento observado no conteudo lipidico das varias microalgas (Cv, Sc e Cons. C), quando
sujeitas a stress, corrobora a explicacao apresentada acima.

Os teores em lipidos obtidos por extragdo com hexano a partir da biomassa seca moida em
moinho de bolas (Tabela 3.3) foram comparados com os obtidos apds hidrélise dcida da biomassa, de
modo a determinar a eficiéncia do processo de rutura celular no moinho de bolas. Os resultados
(Tabela 3.4) mostram que o processo de hidrélise acida é mais eficiente na rutura celular, permitindo
a contabilizacdo de um maior teor de lipidos. Esta situacdo sugere a necessidade de otimizacdo do
processo de rutura celular no moinho de bolas, eventualmente aumentando o tempo de moagem para
as microalgas em estudo.

Tabela 3.4 — Percentagem de lipidos detetados na biomassa em fungdo do pré-tratamento

Lipidos (% ps)
Moinho de Bolas + Soxhlet Hidrdlise Acida + Soxhlet
Cv 7,85 8,28
Cv stress 11,42 13,57
Sc 6,56 n.d.
Sc stress 24,05 n.d.
Cons. C 6,38 9,55
Cons. C stress 11,96 13,86

n.d. - Ndo foi possivel fazer a determinagdo por falta de amostra
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3.4.3 Conteudo em Aguicares

As microalgas estudadas apresentaram valores de hidratos de carbono entre 13 e 24% para a
situacdo de biomassa normal e entre 20 e 41% para a biomassa sujeita a stress. No entanto, o conteudo
mais elevado de agucares verificou-se para Sc stress, 41% e o mais baixo para Sc, 13%. A Figura 3.7
apresenta o conteddo em agUcares das trés biomassas normal e stressada.
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Figura 3.7 — Conteldo em hidratos de carbono das microalgas em estudo, expresso em % ps (Cv: C.
vulgaris; Sc: S. obliquus; Cons. C: Consércio C)

Os valores obtidos encontram-se dentro da gama dos obtidos por alguns autores para C. vulgaris
verde e carotenogénica, respetivamente 20 e 23% (Batista et al., 2013), mas superiores aos de outros
autores (He et al., 2013), cerca de 14%, para meio com pouco azoto. Relativamente a S. obliquus os
valores alcangados sdo inferiores aos de Miranda et al. (2012) e de Batista et al. (2014), respetivamente
32 e 31%, ambos produzidos em meio de cultura Bristol. Contudo, para Sc stress o conteido em agucar
foi bastante elevado, apesar de inferior ao alcancado por Ho et al. (2012) (52%) em situacdo de
deficiéncia de azoto. Este conteldo elevado em hidratos de carbono representa um aspeto muito
positivo que possibilita a utilizacdo destas biomassas, cultivadas a partir de aguas residuais, como
substrato na producao de biohidrogénio e bioetanol.

A utilizacdo da S. obliquus ja foi referenciada por diversos autores como tendo grande potencial
para a producdo destes dois combustiveis, para além de biodiesel (Batista et al., 2014; Miranda et al.,
2012; Ho et al., 2012; Papazi et al., 2012; Choi et al. 2011).

Tal como verificado para Sc, também no caso do Cons. C, a indugdo de stress na cultura resultou
num aumento do teor de aglcares nas células.

3.4.4 Contetido em Proteinas

O conteldo em proteinas para as microalgas estudadas, em ambas as situagdes nutricionais, é
elevado. O valor mais alto foi verificado para Cv, 52%, enquanto o valor menor correspondeu a Sc, com
27% de proteina em peso seco (Figura 3.8).

Os valores encontrados para Cv sdo muito superiores aos obtidos por alguns autores (Arbib et
al., 2014; He et al., 2013), respetivamente 22% e 42%. Foram também relatados por Batista et al.
(2013) valores de 38% e 12% para biomassa de C. vulgaris verde e carotenogénica, respetivamente.
Em ambas as situaces estes valores sdo consideravelmente inferiores aos encontrados no presente
estudo. No caso de Sc e Sc stress os valores alcancados foram, respetivamente, 27 e 34%. Outros
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autores obtiveram valores de 20%, 16% e 12%, todos produzidos em meios sintéticos, sem deficiéncias
em azoto (Batista et al., 2014; Arbib et al., 2014; Martinez et al., 2000). Valores de 33% e 8% de
proteina, respetivamente para antes e apds inducdo de stress em meio de cultura laboratorial foram
relatados (Wang et al., 2013).

Os valores obtidos sdo, assim, maioritariamente superiores aos obtidos nos restantes estudos
em meios sintéticos, denotando novamente uma enorme vantagem econdmica e ecoldgica da
producdo de microalgas em aguas residuais.

A Figura 3.8 apresenta a comparag¢do do conteudo em proteinas das trés biomassas, normal e
stressada. Como era expectavel, a indugao de stress nutricional nas culturas estudadas resultou numa
diminuicdo da quantidade de proteina, associada a um aumento de teor de lipidos e agucares, uma
vez que a sintese de proteinas esta diretamente relacionada com a presenca de azoto (Martinez et al.,
2000). Esta situacdo nao foi verificada para a Sc, podendo esse facto dever-se a possibilidade da parede
celular da Sc ndo ter sido quebrada convenientemente, devido a sua grande robustez (Voigt et al.,
2014).

60
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% de proteinas em peso seco
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Cv. Cv. Stress Sc. Sc. Stress Cons.C Cons.C Stress

Figura 3.8 — Conteiido em proteinas das microalgas em estudo, expresso em % ps (Cv: C. vulgaris; Sc: S.
obliquus; Cons.C: Consorcio C)

3.4.5 Contetido em Pigmentos

Os pigmentos totais obtidos para cada uma das biomassas estudadas encontram-se na Tabela
4.3 e variam entre 0,30 e 0,96% em peso seco. A Figura 3.9 mostra a variagao dos pigmentos totais
para as varias microalgas.

Os valores mais elevados correspondem a Cv e Sc stress, 0,96% e 0,95%, respetivamente,
enquanto o mais baixo é da biomassa de Cv stress. Estes valores sdo semelhantes aos obtidos por
alguns autores onde C. vulgaris ndo sujeita a stress apresentava 1,2% de pigmentos totais, diferem
porém quando a microalga foi sujeita a stress, pois o seu conteddo em pigmentos aumentou para 1,3%
(Batista et al., 2013). Também foram detetados conteldos de pigmentos na S. obliquus bastante
inferiores, 0,13% (Hodaifa et al., 2010) e 0,7% (Ten et al., 2013) ambos produzidos sem induc¢do de
stress. O Conc. C ndo apresentou grande variagdo entre as duas condi¢des de cultura, apresentando
aquilo que é considerado um contelddo médio em pigmentos (Milledge, 2011).
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Figura 3.9 — Contelido em pigmentos totais das microalgas em estudo, expresso em % ps (Cv: C. vulgaris;
Sc: S. obliquus; Cons. C: Consércio C)

Os perfis obtidos no espetrofotdmetro para cada uma das trés microalgas denotam uma grande
semelhanca entre o perfil de C. vulgaris e o do Consdrcio C, podendo indicar a presenga maioritaria de
C. vulgaris no consoércio e/ou a presenca maioritariamente de cloréfitas (Figura 3.10, 3.11, 3.12). Estes
perfis correspondem ao estado ndo stressado.
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Figura 3.11 — Perfil de pigmentos totais na Scenedesmus obliquus obtido no espetrofotémetro
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Figura 3.12 — Perfil de pigmentos totais no Consdrcio C obtido no espetrofotémetro

A Figura 3.13 apresenta os resultados obtidos por cromatografia de camada fina (TLC), dos
padrdes e das biomassas analisadas. Os principais pigmentos detetados nas diversas microalgas foram
B-caroteno, luteina e clorofilas a e b. Diversos autores referem também a existéncia destes varios
pigmentos na C. vulgaris e S. obliquus (Seyfabadi et al., 2011; Wiltshire et al., 2000; Gouveia et al.,
1996).

B-caroteno

Cantaxantina
Clorofila b

staxantina
Luteina

Clorofila a

SS

Figura 3.13 — Resultado da cromatografia em camada fina (Astaxant: Astaxantina; Cantax.: Cantaxantina; B-
carot.: B-caroteno; Cv: C. vulgaris; Sc: S. obliquus; Cons. C: Consércio C)

O conteudo em clorofilas da C. vulgaris é um dos mais elevados na natureza (Seyfabadi et al.,
2011). Por outro lado, o seu contelido nos restantes pigmentos varia consideravelmente em fungéo
do ambiente e das condi¢Oes de crescimento. A ndo existéncia de pigmentos secundarios, como
cantaxantina e astaxantina, evidencia que esta microalga nao foi sujeita a nenhum estimulo ambiental
durante o crescimento que a levasse a submeter-se a carotenogénese (Inbaraj et al., 2006; Gouveia et
al., 1996).
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3.5 Caracterizacao da Fracao Lipidica

3.5.1 Composicio em Acidos Gordos

O perfil de acidos gordos foi determinado para as trés microalgas nos dois estados de
desenvolvimento e é apresentado na Tabela 3.5. No cromatégrafo foram obtidos varios perfis, onde
cada pico corresponde a um tipo de acido gordo presente no 6leo analisado, como pode ser constatado
na Figura 3.14.

Tabela 3.5—- Acidos gordos presentes nos extratos de éleo de Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus
(Sc) e Consorcio C (Cons. C)

Acidos Gordos Cv Cv stress Sc Sc stress Cons. C Cons. C stress
(% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p)
C8:0 0,15 n.d. 0,40 0,37 0,12
C10:0 0,07 0,51 0,27 0,33 0,04 0,28
C11:0 0,21 n.d. n.d. n.d. 0,37 n.d.
C12:0 0,05 n.d. n.d. n.d. 0,03 0,09
C13:0 0,10 n.d. n.d. n.d. 0,09 n.d.
C14:0 0,61 0,54 2,35 0,42 0,41 0,64
Cl4:1 2,39 n.d. n.d. n.d. 3,28 n.d.
C15:0 0,65 n.d. n.d. n.d. 0,27 n.d.
C15:1 0,12 n.d. n.d. n.d. 0,03 n.d.
C16:0 20,0 24,01 36,9 27,21 18,7 21,35
Cl6:1 1,39 2,38 1,93 2,32 0,45 2,65
C17:0 0,43 0,66 1,23 n.d. 0,21 0,36
C17:1 0,31 n.d. n.d. n.d. 0,10 n.d.
C18:0 1,32 1,97 5,80 3,00 1,31 1,70
C18:1 13,3 27,51 18,9 40,95 11,9 21,76
C18:2 12,9 10,06 5,48 7,91 13,1 6,79
C18:3 22,8 17,04 6,65 11,12 19,1 20,34
C20:0 1,19 2,81 n.d. 0,90 2,37 3,15
C20:1 0,30 n.d. n.d. n.d. 0,59 n.d.
C20:2 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,14 n.d.
C20:4 0,82 n.d. n.d. n.d. 0,16 n.d.
C22:0 0,52 n.d. 13,3 n.d. n.d. 0,81
C24:0 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,19 n.d.
Outros 20,3 12,50 6,80 5,47 27,0 20,08
Saturados 25,3 30,50 60,3 32,24 24,1 28,38
Insaturados 54,3 57,00 32,9 62,29 48,9 51,54

Nota: n.d. = ndo detetado

A composicdo dos acidos gordos das diversas fragdes lipidicas extraidas das biomassas é
principalmente uma mistura de acidos gordos insaturados, entre 50 a 60%, excetuando a da biomassa
de Sc normal, na qual 60,3% eram acidos gordos saturados. O acido palmitico (C16:0) ocorre numa
percentagem significativa em todas as fragdes lipidicas analisadas, sendo de 19 a 24% para Cv e Cons.
Cede 37 e 27% para Sc e Sc stress, respetivamente. Entre os varios acidos gordos insaturados o oleico
(C18:1) é aquele que apresenta conteddo mais elevado para as trés algas em situagdo de stress e para
Sc. Para Cv e Cons. C o 4cido linolénico (C18:3) é o acido gordo insaturado que se encontra em maior
guantidade. De acordo com a norma EN 14214, que especifica para o biodiesel um limite de 12% de
acido linolénico e 1% de acidos gordos poli-insaturados (com 2 4 ligagdes duplas), as microalgas Sc e
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Sc stress cumprem essa norma europeia, no entanto, Cv e Cons. C ndo cumprem as especificacdes pelo
que teriam de ser utilizadas em mistura com outros dleos.
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Figura 3.14 — Perfil de 4cidos gordos no 6leo da Chlorella vulgaris obtido por cromatografia gasosa

As quantidades relativas de acidos gordos detetadas por outros investigadores sdao semelhantes
as encontradas neste estudo. Por exemplo, a S. obliquus produzida em aguas residuais é descrita por
Martinez et al. (2000) com uma relacdo entre os acidos gordos palmitico, oleico e linolénico muito
idéntica. Um estudo com efluente de suinicultura, sem inducdo de stress, obteve 26%, 19%, 17% e 24%
para C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3, respetivamente para a C. vulgaris, valores muito préoximos dos
obtidos no presente estudo. Contudo, para a S. obliquus os valores diferem mais, sendo 24%, 15%,
33% e 27%, respetivamente (Abou-Shanab et al., 2013). E também referida uma predominancia de
acidos gordos insaturados, como acido oleico, linolénico e linoleico, nas microalgas de um modo geral
(Kirrolia et al., 2013).

A deficiéncia ou privagdo de azoto no meio conduz a um aumento da produgdo de acidos gordos
insaturados nas microalgas C. vulgaris e do género Scenedesmus (Damiani et al., 2014; He et al., 2003).
Esta situacdo verificou-se para as culturas de Cv e Sc quando comparadas as situa¢des de producdo
normal com a producdo em stress, ou seja, em situacdo de caréncia de azoto sdo produzidos mais
acidos gordos insaturados, como pode ser constatado na Tabela 3.5.

A composicdo em acidos gordos, nomeadamente o comprimento da cadeia de carbonos e as
ligagdes duplas, afeta diretamente as carateristicas e o desempenho do biodiesel. De notar que os
FAMEs mono-insaturados sao considerados melhores do que os poli-insaturados devido aos valores
dos indices de cetano e de iodo, ndo exercendo qualquer efeito adverso nas propriedades do biodiesel
a frio (Damiani et al., 2014).

3.5.2 Teor de Matéria Saponificavel

As diferentes fragdes lipidicas obtidas a partir das biomassas sujeitas a moagem no moinho de
bolas foram analisadas em termos da matéria saponificavel presente, ou seja, da quantidade de lipidos
gue sdo passiveis de ser transformados em ésteres. Os resultados obtidos (Tabela 3.6) mostram haver
uma quantidade superior de matéria saponificavel na microalga Chlorella relativamente ao Consércio
C.
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Tabela 3.6 — Teor de matéria saponificavel das diversas microalgas em estudo (Cv: C. vulgaris; Sc: S.
obliquus; Cons. C: Consorcio C).

Percentagem de lipidos saponificaveis *

Matéria Saponificavel (%) (% lipidos em ps)
(1)

Cv 88,41 6,94

Cv stress 82,45 9,42
Sc n.d. n.d.

Sc stress n.d. n.d.
Cons. C 76,74 4,90
Cons. C stress 77,47 9,27

n.d. - Ndo foi possivel fazer a determinagdo por falta de amostra
* - Indica o teor maximo de ésteres que pode ser obtido apds reagdo

3.5.3 Indices de acidez e de iodo

Os indices de acidez e de iodo dos diferentes dleos obtidos encontram-se na Tabela 3.7. O indice
de iodo foi calculado de duas formas (tedrico e pratico) para trés das biomassas, podendo verificar-se
gue todas cumprem os requisitos da norma europeia relativamente ao indice de iodo para o biodiesel.
A biomassa de Sc apresenta valores de indice de iodo muito inferiores aos restantes porque a sua
composicdo é maioritariamente em acidos gordos saturados ou pouco insaturados. Outros autores
referem também valores proximos de 87g 1,/100g para biomassas de Scenedesmus sp. que estiveram
sujeitos a condicbes de crescimento com caréncia de azoto (Damiani et al., 2014), e valores de
68g 1,/100g para S. obliquus ndo sujeito a stress nutricional (Silva et al., 2009). Apesar dos restantes
valores de indices de iodo serem superiores, respeitam a especificacdo de qualidade do biodiesel no
gue concerne a este parametro, o que torna estes 6leos competitivos com alguns dos éleos tradicionais
utilizados para produzir biodiesel, como o de soja ou de girassol, que apresentam valores de iodo
superiores a 120g |,/100g (Gouveia & Oliveira, 2009).

Tabela 3.7 — indice de acidez e indice de iodo para as vérias biomassas analisadas

Cv Cv stress Sc Sc stress Cons. C Cons. C stress
indice de Acidez
130,81 93,93 n.d. 62,89 117,02 73,52
(mg KOH/g)
indice de lodo
tedrico 97,23 87,93 44,93 80,20 89,64 86,21
(g 12/100g)
indice de lodo
pratico 115,78 120,35 n.d. n.d. n.d. 117,97

(g 12/100g)
n.d. — Valores que ndo foram determinados por insuficiéncia de biomassa algal

A diferenca obtida entre o cdlculo tedrico e pratico do indice de iodo pode dever-se ao facto de
existirem cerca de 20% de ésteres metilicos ndo identificados nessas fracdes lipidicas, que atendendo
aos valores obtidos pelo cdlculo tedrico deverdao ser em grande parte insaturados (ndo possiveis de
contabilizar pelo método tedrico utilizado).

Dado que o indice de iodo ndo é alterado pelo processo de transesterificacdo, é possivel
extrapolar o valor deste parametro no biodiesel obtido a partir de cada um dos 6leos.

Em termos do indice de acidez, este parametro é importante para definir a processo catalitico a
utilizar para a conversao dos lipidos em biodiesel. Neste caso, os valores obtidos para as diferentes
fracdes lipidicas sdo muito elevados (Tabela 3.7), indicando uma elevada presenca de acidos gordos
livres e, portanto, a catalise acida sera o processo mais adequado.
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3.6 Producao de biodiesel por transesterificacao direta

Nos processos industriais a transesterificacdo € maioritariamente realizada com recurso a
catalisadores bdasicos. Todavia, quando o indice de acidez do dleo é superior a 2mg KOH.g* é
recomendado que a transesterificacdo seja feita recorrendo a um catalisador dcido, como o H,SO,,
caso contrario os acidos gordos livres irdo saponificar e formar-se-a sabdo em vez de biodiesel (Lam &

Lee, 2012).

O rendimento do processo de transesterificacdo direta pode ser bastante elevado, tendo sido
alcancadas conversdes de 97% para a microalga C. vulgaris, através da utilizacdo de um catalisador
acido. No mesmo estudo, com a aplicagdao de um catalisador alcalino o rendimento foi somente de
78% (Velasquez-Orta et al., 2012).

O rendimento em biodiesel, resultante da transesterificacdo direta das varias biomassas em
estudo, é apresentado na Tabela 3.8. Esse rendimento foi calculado por comparacdo com a
percentagem de ésteres metilicos obtida no processo moinho de bolas + Soxhlet (exceto para Sc e Sc
stress onde se comparou com a percentagem de 6leo obtida no processo moinho de bolas + Soxhlet).

De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir que é possivel obter ésteres metilicos
(biodiesel) a partir de biomassa algal por transesterificagdo direta. Contudo, o rendimento obtido para
as biomassas Cv e Sc stress situou-se abaixo dos 75% o que podera indicar que seria necessario que o
tempo da reacdo de transesterificacdo fosse superior as 4 horas de reagdo utilizadas nestes ensaios.

Tabela 3.8 — Percentagem de ésteres metilicos produzidos a partir das biomassas microalgais de Cv, Sc e
Cons. C através do processo de transesterificacdo direta (Condigdes: 100mg de biomassa
moida em moinho de bolas, tempo de reagdo de 4h, 4 mL de metanol, 1,2% de acido sulfurico,
55°C e 200rpm) e respetivos rendimentos (valores médios + desvio padrdo, expressos em %

ps).
Percentagem de Esteres Metilicos (%)  Rendimento da Transesterificagdo Direta (%)

Cv 5,13+0,14 73,87 £ 1,97

Cv stress 9,88 £ 0,07 104,91 £ 0,80
Sc 6,35+0,71 89,17+ 1,83

Sc stress 13,60+ 0,12 56,54 + 0,49
Cons. C 11,08 + 0,01 226,03 £ 0,22
Cons. C stress 9,28+2,72 100,09 £ 2,37

Também para a Sc as 4h de reagdo nao foram suficientes para se atingir o maximo de conversao.
Por outro lado, para as restantes biomassas, nomeadamente Cv stress e Cons. C stress, esse tempo
parece ter sido suficiente para transesterificar todos os acidos gordos. O rendimento superior a 100%
observado para estas biomassas pode ser explicado pelo facto de se estar a comparar com os valores
obtidos no processo moinho de bolas + Soxhlet que, como foi referido anteriormente, ndo possibilitou
a extracdo de todos os lipidos na biomassa. Por outro lado, o processo de transesterifcagao direta (com
acido sulfurico e metanol) pode ter conduzido a libertagdo de fosfolipidos das membranas das células
das microalgas, compostos que ndo sdo obtidos no processo convencional de extragdo com hexano.
Esta situacdo é relatada por Wahlen etal., (2011). Relativamente a biomassa de Cons. C, esta apresenta
um rendimento muito superior a 100%, valor ndo admissivel e indicativo da necessidade de repeticao
do ensaio, o que nao foi possivel por indisponibilidade de biomassa desta microalga.
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Para aumentar o rendimento da transesterificacdo in situ, seria necessario testar outros tempos
de reagdo e eventualmente outras proporg¢des de reagentes, de modo a otimizar este processo para
cada uma das algas testadas.

3.7 Producao de Biohidrogénio

A cinética de fermentacdo (no escuro) da biomassa microalgal com a Enterobacter aerogenes,
em termos de producdo de H,, foi monitorizada durante 8 horas e os resultados encontram-se na
Figura 3.15. O comportamento observado é tipicamente de produgdo cumulativa de hidrogénio, com
uma fase lag inicial, seguida de um rapido incremento (exponencial) em producdo de bioH; e
finalmente uma fase estacionaria que ocorreu entre as 4-5 horas, para todas as microalgas. Este
comportamento apresenta muitas vantagens por necessitar de um curto tempo de processamento,
em comparagao com outros organismos fermentativos, nomeadamente bactérias anaerdbias estritas
como o Clostridium butyricum (Batista et al., 2014; Ferreira et al., 2013).
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Figura 3.15 — Cinética de fermentacdo de microalgas por Enterobacter aerogenes para producdo de bioH;

Os dados experimentais foram ajustados ao modelo Gompertz modificado (Zwietering et al.,
2013) que tem sido amplamente usado para descrever o perfil de produgdo fermentativa de bioH,. A
equacgdo pode ser expressa por:

Equacdo 9 H(t) = Hexp {—exp [Rme Ca-t)+ 1]}

Onde H(t) representa o volume cumulativo de producdo de hidrogénio (mL), H a producdo
potencial maxima de hidrogénio (mL), Rm a taxa de produgdo maxima (mL/h), A a duragdo da fase lag
(h), t o tempo de incubacgao (h) e e a exp(1) (2,71828).
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Observou-se um bom ajustamento do modelo (Figura 3.16), para todos os dados (R?> 0,978),
como pode ser confirmado na Tabela 3.9.
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Figura 3.16 — Cinética de fermentacao da biomassa microalgal por E. aerogenes para a produgdo de bioH..
A linha vermelha corresponde ao ajuste com o modelo de Gompertz.

Tabela 3.9 — Parametros de ajustamento do modelo modificado de Gompertz. Valores médios + desvio

padrdo.
H (mL) Rm(mL/h) A(h) R? Chi?
Chlorella vulgaris 2,35+0,08 2,87+£0,68 2,50+0,11 0,9820 0,0283
Scenedesmus obliquus 2,96 £ 0,04 2,44 +£0,24 1,79+ 0,06 0,9945 0,0113
Consorcio C 291+0,11 1,20+£0,17 1,28+0,17 0,9778 0,0365

O valor mais elevado para a produc¢do potencial maxima de hidrogénio verificou-se para a
microalga S. obliquus (2,96mL), o que pode ser atribuido ao seu alto teor em agucar (41% ps). Contudo,
o Consoércio C apresentou um valor muito similar (2,91mL) o que é vantajoso considerando que estas
microalgas ocorrem naturalmente no efluente, estando mais adaptadas a este. Este valor deve-se,
provavelmente, a esta microalga possuir um teor de sdlidos volateis muito elevado.
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A C. vulgaris exibiu a taxa mais elevada de producdo de bioH; (2,9 mL/h), mas a fase lag foi muito
mais longa (A = 2,5h) e o volume cumulativo final de bioH, foi mais baixo (2,35mL) do que para as
restantes microalgas. Por outro lado, o Consdrcio C comegou a producdo de bioH; mais cedo (A =1,3h)
mas a uma taxa mais lenta (1,2mL/h). A producdo especifica de hidrogénio para cada uma das
biomassas de microalgas encontra-se representada na Figura 3.17. Este parametro foi calculado
dividindo H (derivado da eq. 8) pelo conteudo de sélidos volateis (SV) da biomassa algal.

10 20 30 40 50 60
Producdo especifica de BioH, (mL/g SV,.)

o

Figura 3.17 = Produgdo especifica de bioH, obtida da fermentacdo da biomassa microalgal por E.
aerogenes
O valor de 56,8mL H,/g SV para S. obliquus tem a mesma magnitude do descrito por Batista et
al. (2014) de 57,6mL H,/g SV, quando foi utilizado um meio de cultura sintético para o crescimento da
alga. Este resultado conduz a uma vantagem débvia do ponto de vista econdmico e ambiental.

A produ¢do maxima especifica atingida por C. vulgaris (40,8mL H/g SV) foi consideravelmente
mais elevada do que a descrita por Lakaniemi et al. (2011), de 10,8mL H»/g SV, usando lamas de
digestdo anaerdébia como inéculo. Contudo, utilizando Clostridium como bactéria fermentativa foi
obtido o valor de 81mL Hy/g ps por Liu et al. (2012) e 103mL H,/g SV por Batista et al. (2014). O
Consorcio C apresentou um rendimento de produc&o especifica mais elevado (46,8mL H,/g SV) do que
C. vulgaris.

A fermentacdo no escuro por bactérias entéricas é um processo de convers3do de aglcares e/ou
residuos organicos em produtos como etanol, acidos gordos volateis, diéxido de carbono e hidrogénio
(Hallenbeck, 2005). A proporcdo relativa destes produtos depende da natureza do substrato e das
condicdes de operagdo. No presente trabalho a evolugdo da composicdo da fase liquida, ao longo da
fermentagdo foi acompanhada e encontra-se expressa na Figura 3.18.
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Figura 3.18 — Evolugdo dos acidos succinico (), latico (A ), férmico (0) e propanoico (m), ao longo da
fermentagdo da biomassa algal por E. aerogenes

65




Microalgas: do tratamento de efluentes para a Biorrefinaria

Verificou-se o consumo dos acidos latico, férmico e propanoico assim como a produgao de acido
succinico pela bactéria Enterobacter aerogenes, para todas as biomassas microalgais testadas. Ndo foi
detetada a producdo de etanol, o que sugere que o metabolismo foi desviado para a via do formiato
(maior rendimento de H, e CO,) em vez da via da acetil-CoA (maior rendimento de etanol e acetato)
(Hallenbeck, 2005).
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4. Conclusoes

A agua é um bem precioso e um recurso cada vez mais escasso, essencial para todos os
ecossistemas e seres humanos. O tratamento das aguas residuais é fundamental e a utilizacdo das
microalgas nesse processo constitui uma tecnologia simples, eficiente, sustentdvel e econdmica. A
vantagem acrescida de produzir uma biomassa valorizavel, da qual resultem compostos de elevado
valor e biocombustiveis, podera ser uma opgdo tecnoldgica do futuro. Este processo origina uma
alternativa muito atrativa ao método convencional de tratamento das dguas residuais, fornecendo
produtos que podem ser encaminhados para a produ¢do de biocombustiveis, industria alimentar,
industria farmacéutica e agricultura.

Neste estudo demonstrou-se que as diferentes microalgas utilizadas (Chlorella vulgaris,
Scenedesmus obliquus e Consdrcio C —isolado a partir do préprio efluente) sdo eficientes na remogao
dos nutrientes das dguas residuais, possibilitando a sua descarga em reservatdrios naturais de dgua.
Foram alcangadas remogdes de azoto total e fosforo de 84% e 95%, de 95% e 92% e de 98% e 100%
para Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e Consoércio C, respetivamente. Complementarmente,
foram alcancadas produtividades elevadas de biomassa, superiores as referenciadas na literatura, nas
microalgas Sc e Cons. C, 0,98g.L't.dia? e 0,90g.Ll.dia?, respetivamente. Para Cv obtiveram-se
produtividades méaximas de 0,38 g.L ™ .dia.

O tratamento de aguas residuais com a producdo de biomassa algal melhora significativamente
a economia dos processos (de tratamento e de producdo) e reduz as emissdes de gases com efeito de
estufa.

A microalga Sc, depois de tratar o efluente residual e ser sujeita a stress, foi a que apresentou
maior teor em lipidos e hidratos de carbono, revelando ser a mais adequada para a producado de
biohidrogénio (56,8mL H,/g SV) e biodiesel (0,24g 6leo/g peso seco). Adicionalmente, a semelhanca
da Chlorella, também evidenciou ter um bom teor de pigmentos (cerca de 1%), principalmente luteina
e B-caroteno, cujo valor comercial é de realgar até porque nos uUltimos anos tém surgido diversas
aplica¢Oes destes compostos para a saude humana.

O teor elevado em proteina, presente nas microalgas Cv, Cons. C e Cons. C stress, poderia ser
canalizado para a alimentag¢do animal, contudo, a producdo de biocompésitos e bioplasticos a partir
da biomassa microalgal constitui também uma alternativa muito desejavel.

A utilizacdo de técnicas ndao convencionais para a colheita e secagem da biomassa microalgal
tem impactos muito positivos, tanto no balango energético, como no econémico. Neste trabalho, o
ensaio de eletrocoagulacdo resultou numa diminuicdo de 94,2% de energia, por compara¢do com o
método convencional de centrifugacdo. Também a utilizacdo do secador solar permitiu a secagem da
biomassa sem qualquer gasto energético associado, por comparagdo com as alternativas
convencionais de secagem em estufa ou no liofilizador, com a vantagem adicional de ser um processo
bastante rapido (4-5h). Apresenta apenas a limitacdo de sé poder ser utilizado aquando da presencga
do sol (raios solares diretos).

Os resultados do presente trabalho sugerem que a microalga Scenedesmus obliquus é a
candidata mais promissora para a simultanea remocdo de nutrientes dos efluentes residuais urbanos
e producdo de biodiesel, biohidrogénio e compostos de elevado valor acrescentado, como pigmentos.

Num futuro préximo, a investigagdo com microalgas para fins energéticos em larga escala, e
dado que ndo compete com as culturas alimentares, deve concentrar-se em continuar a reduzir os
custos associados com a producdo (ex., uso de efluentes liquidos e gasosos, melhor design dos
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reatores), colheita, secagem e conversdo da biomassa. A otimizagdo e sele¢do de estirpes e o uso do
potencial total da biomassa (conceito de biorrefinaria) devem também ser areas chave para tornar
mais rentavel e sustentavel a producdo de biocombustiveis a partir de microalgas.
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Anexos 1

Método BF3 (Trifluoreto de boro)
Reagentes: Dissolver 2g de NaOH em 10ml de metanol e agitar no agitador com magnete, so se perfaz
os 100ml depois da agitacao.
Para a solugdo saturada de NaCl: dissolver NaCl em aproximadamente 200ml de H,0

Ensaio:

e Ligar o banho a 809C

e Pesar 2X, para balGes de destilagdo de 50ml, 150mg de amostra (ou raspar o que existe na péra
para o baldo)

e Adicionar 4ml de sol. metandlica NaCl + reguladores (esferas pequenas para ndo deixar ferver)

e Colocar no banho (c/ suporte e refrigeracdo ligada) durante 5 a 10 minutos e agitar a cada 1
minuto, até aparecerem gotas de matéria gorda.

e Adicionar, através do tubo refrigerador, 5ml de trifluoreto de boro e deixar + 3 minutos

e Adicionar, a mistura em ebulicdo, 3ml de iso-octano através do tubo refrigerador

e Retirar o baldo do calor e, ainda quente, adicionar 20ml de solu¢do de NaCl.

e Tapar o baldo e agitar fortemente (+ 15 segundos)

e Colocar nivel de liquido no baldo junto ao "pescogo" adicionando mais solu¢do saturada de NacCl.

® Apds separacgdo das fases, transferir 2 a 2,5ml da camada superior para um tubo (com algodao e
sulfato de cobre anidro) para ser filtrado

¢ Analisar o liquido no Cromatdgrafo
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