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Resumo

Contemporaneamente 0 Homem depara-se com um dodegralesafios que é o de

efetivar a transicdo para um futuro sustentavesimso setor da energia tem um papel
fundamental neste processo de transi¢do, com painenfoque no setor dos automéveis,
sendo este um setor que contribui com elevadastidadas de gases de efeito estufa
libertados para a atmosfera. Também a escasseredmsos petroliferos constitui um

ponto fundamental no tema apresentado. Com a neéaéesde combater esses problemas
€ que se tem vindo a tentar desenvolver combustieriovaveis e neutros quanto as

emissoes.

A primeira geracdo de biocombustiveis obtidos @sasie culturas agricolas terrestres
preenche em parte esses requisitos, porém, nageabis valores da procura e ainda
competem com a producdo de alimentos. Dai o irgeresa aposta de uma segunda
geracdo de biocombustiveis produzidos de fontes§aepertencem a cadeia alimentar e
sao residuais mas, que mesmo assim nao permitegsfazat as necessidades de matéria-
prima. A terceira geracdo de biocombustiveis vestajuente responder a estas questdes
pois assenta em matérias-primas que ndo competenuidezacdo do solo agricola nem
sdo usadas para fins alimentares, tendo produtieglareais substancialmente superiores
as que as culturas convencionais ou biomassasiagsiconseguem assegurar. A matéria-
prima de terceira geracdo sdo portanto as micreatggas produtividades em biomassa
sdo extremamente elevadas, para além de produtldsdmuito superiores em lipidos,
hidratos de carbono e/ou outros produtos de védeado.

No entanto, este tipo de producdo de biocombustivela enfrenta alguns problemas
técnicos que o tornam num processo dispendioso g@argetir economicamente com

outros tipos de producao de biodiesel.

Na linha do que foi dito anteriormente, este trabapresenta um estudo de viabilidade
economica e energética do biodiesel produzido érdaChlorella vulgaris apresentando
as técnicas e resultados de cultivoGidorella vulgarise posteriormente de producéo do

biodiesel através dos lipidos obtidos através damae



Para melhorar a colheita das microalgas, que édamndases mais dispendiosas, testou-se
0 aumento de pH e a adicdo de um floculante (PaxlQjL sendo que o primeiro nao
permitiu obter resultados satisfatérios, enquansegundo permitiu obter resultados de
rendimento na ordem dos 90%. Mesmo com a melh@i&tdpa da colheita, o preco
minimo do biodiesel produzido a partir do éleoGldorella vulgaris com as condi¢ées
Otimas de cultivo e produtividades maximas encdagaa literatura, foi de 8,76 €/L, pois,
na analise econdmica, o Pax XL-10 revelou-se exneemte caro para utilizar na
floculacdo de microalgas para obtencédo de um poadieitbaixo valor, como € o biodiesel.

A ndo utilizacdo da floculagéo reduz o preco ddiasel para 7,85 €/L.

O que se pode concluir deste trabalho é que fadécagcas utilizadas, a producédo de
biodieselChlorella vulgarisapenas, ndo € economicamente viavel, pelo quevjadniizar

a sustentabilidade do processo seria ainda nemedsdenvolver mais esforcos no sentido
de otimizar a producdo de biodiesel, eventualmasseciando-a a produg¢do de um outro
biocombustivel produzido a partir da biomassa é&kraesidual e/ou da recuperacdo de

outros produtos de maior valor.

Palavras-Chave

Biodiesel,Chlorella vulgaris floculacédo, microalgas, viabilidade econdmica.
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Abstract

At present Man faces a major challenge, which satoy out the transition to a sustainable
future. Thus, the energy sector plays a key rolthis transition process, with the main
focus on the automobile industry, which is an indughat contributes with large amounts
of greenhouse gases (GHG) released into the atramsphlso the shortage of petroleum
resources is a key point in this thematic. The neethce these problems is the driving

force to develop renewable fuels and with neutnaiksions.

First generation biofuels, obtained from terrestagriculture crops fills in part these
requirements; however it does not reach the consampequirements and also competes
with food production. Thus, the interest in a setgeneration of biofuels produced from
sources not included in the food chain and aresitiual origin but that still are not able to
fulfill the raw material needs. The third generatiaf biofuels aims precisely at giving an
answer to these questions as it is based on raerialatthat do not compete for the use of
agricultural soil or are used for food purposesiingareal yields substantially higher than
conventional crops or residual biomasses can ensuerefore, the raw material of third
generation biofuels are microalgae, whose biomasslsy are extremely high, and that
yield much higher lipids, carbohydrates and/or pthigh-value compounds productivities.

However, this kind of biofuel production still fexeome technical problems that make it a
costly process, still unable to economically comapetith other types of biodiesel

production.

According to what was said previously, this worleggnts an economical and energetic
viability study of the biodiesel produced froG@hlorella vulgarisbiomass, presenting the
techniques and results of the cultivationGtilorella vulgarisand subsequent biodiesel

production from its extracted lipids.

Even by improving the collection phase, with thdimpm cultivation conditions and
maximum productivity found in the literature, theenest price of the biodiesel produced
from Chlorella vulgarisoil was 8,76 €/L because in the economic anatpgisPax XL-

10 proved to be extremelyexpensive to use for tiaong microalgae to obtain a
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product of low value, such as biodiesel. We canucedthe price of biodiesel for €
7.85 / Lif the floculation wasn’t done.

Therefore it can be concluded from this work thathwhe techniques used, biodiesel
production fromChlorella vulgarisis not economically viable. In order to make besdil
from microalgaeChlorella vulgarissustainably viable it is still needed to make addal
efforts in the optimization of biodiesel producti@ventually considering the simultaneous
production of another biofuel produced from extedctesidual biomass and/or with the

recovery of other higher value products from theroalgae.

Keywords

Biodiesel,Chlorella vulgaris economic viability, flocculation, microalgae.
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1. Introducao

O tema da melhoria ambiental aliado a crescentess@ade de obtencdo de novas fontes
energeéticas tornou-se uma das grandes preocupdg@exiedade atual. Tais inquietacdes
surgiram inicialmente nos anos 70, ap0s a crisegétiea e foram reconhecidas na

Conferéncia das Nag¢des Unidas sobre o Ambientizada em Estocolmo, em 1972.

Segundo os dados da Agéncia Europeia do AmbienEA)H1] constatamos que,
atualmente, a Unido Europeia (UE) ainda esta fateendependente dos combustiveis
fésseis, correspondendo a 76,4% do consumo deiar@imaria, enquanto as energias

renovaveis representam apenas 9,8%.

Entre 1990 e 2010, o consumo final de energia nall&entou cerca de 7,1%, sendo o
setor dos transportes responsavel por quase um teygconsumo de energia final
(estatisticas Eurostat Energia) e cerca de um aularttotal de emissdes de £(2]. A
melhoria da eficiéncia energética dos transportefe portanto, resultar numa reducao
consideravel no consumo de energia e de emiss6€Ogemas devera também passar

pela introducdo de combustiveis mais “verdes”, rewlamente de biocombustiveis.

1.1. Motivacao e objetivos

O uso de fontes de energia renovaveis é visto camoelemento-chave na politica
energética europeia e nacional, pois podera reduzitependéncia dos combustiveis
importados de paises ndo pertencentes a UE e dinmmbém as emissdes de fontes de

combustiveis fosseis e 0s custos de energia adescias precos do petrdleo. A Diretiva



bY

2009/28/CE [3], relativa a promoc¢ao da utilizacd® ehergia proveniente de fontes

renovaveis, tornou-se uma legislacdo vinculatigahecida como os objetivos 20-20-20.

Este "pacote clima-energia" inclui as seguintesasipaira o ano 2020:

As emissoes de gases de efeito estufa da UE deareradsizidas para valores pelo
menos 20% inferiores aos niveis de 1990;

Pelo menos 20% do consumo final bruto de energldEldeve ser proveniente de
fontes renovaveis de energia;

Pelo menos 10% do consumo final de energia nosgoates deve ser proveniente
de fontes renovaveis de energia;

Deve ser conseguida uma reducdo de 20% no consanematgia primaria em

comparagao com o0s niveis projetados, através deoneeba eficiéncia energética.

Desta forma, podemos constatar que o estabele@ndentmeta de pelo menos 10% da

energia de consumo final proveniente de energiagvéyeis, aliado ao facto da recente

volatilidade dos precos do petrdleo bruto e do auindo preco ja esperado, em paralelo

com o desejo de reduzir as emissdes de poluerdtesgases de efeito estufa, vem tornar

apetecivel o investimento em energias renovaveisieadamente no biodiesel, uma vez

que é um substituto direto do diesel fossil, usatimsivamente nos transportes.

Face ao exposto, temos como objetivo principalengsibalho: a analise da viabilidade,

tanto econdmica como energética, do biodiesel @iddwa partir de microalgas.

Para atingir este objetivo, foi selecionada umaa alg crescimento rapido, tendo sido

realizado trabalho experimental com os seguintggigbs intermédios:

1.2

Cultivo de microalgagChlorella vulgaris

Identificacdo e aplicacdo de uma técnica de separde microalgas do meio de
cultura, com uma boa relagéo preco/eficiéncia;

Extracdo do 6leo das microalgas;

Transesterificacao e avaliacédo do perfil lipidicodteo extraido das microalgas;

Determinacéo experimental do poder calorifico amligisel produzido.

Organizacao da dissertacao

Este trabalho estd organizado numa parte teOrinanea parte experimental. A parte

tedrica esta inserida no Capitulo 1 até ao Cap8ubv parte experimental esta descrita no



Capitulo 4 até ao Capitulo 6. Por fim, os doignidis Capitulos conclusivos. Cada capitulo
esta organizado em subcapitulos e este por sulsitilos. No inicio de cada capitulo

apresenta-se um resumo do mesmo.

* Parte Tebrica

ApoOs esta breve introducdo com a contextualizaghtenha e os objetivos do trabalho,

serdo apresentados mais dois capitulos:

No Capitulo 2 serd abordado o tema Biodiesel: 0 seu enquadramgumnto as
ferramentas adotadas para impulsionar a sua prodpadsando por uma breve descrigao

das diferentes matérias-primas utilizadas na p@aldg biodiesel.

No Capitulo 3 sera apresentado o tema da Producdo de biodigsetiade microalgas.
Neste capitulo serdo abordadas e explicadas aseatagprocesso de biodiesel. Por ultimo,
é efetuada uma analise ao custo do biodiesel.

» Parte experimental

Esta segunda parte diz respeito ao trabalho expetahrealizado com a finalidade de
obter informacéo que sera utilizada na estimatos custos do processo. Desta forma,

serdo apresentados mais 5 capitulos, sendo o®siltiois de carater conclusivo:

No Capitulo 4 serdo apresentados as técnicas e os métodosadddizno trabalho
experimental sendo descrito o modo de operacavanas fases.

No Capitulo 5 seréo apresentados os resultados obtidos bemasmadiscussao.

No Capitulo 6 serd apresentada a estimativa dos custos do poobesn como a sua

discusséo.
No Capitulo 7 serdo contempladas as conclusdes do trabalho abgeiov

No Capitulo 8 sera apresentada uma avaliacdo ao trabalho wk@libam como as suas

limitacOes e a realizar futuramente.






2. Biodiesel

Este capitulo tem como principal objetivo, apresenma breve descricdo das principais
politicas de incentivo a producdo do biodiesel,ugky de uma exposicdo sobre as

principais fontes de matéria-prima para obtenc¢éabiodiesel, comparando-as.

2.1. Enquadramento

Segundo as Nacgbes Unidas, a populacdo mundialwaergar em 2,5 mil milhdes ao

longo dos préximos 43 anos, passando dos atuas B Z mil milhdes em 2050 [4].

Como resultado do aumento da populacdo mundial, atdracdo dos padrdes de vida nas
economias em desenvolvimento, é esperado um aumeanfoocura de biomassa, para

alimentos e racdo animal, superior a 50% nas prxtnas décadas [5].

Simultaneamente, ha varias iniciativas para sulstitlma economia baseada em
combustiveis fésseis por uma economia de basedmaloem que a biomassa substitui o
petroleo como fonte de combustivel para os tratspce como matéria-prima para a

industria quimica [6].

Em Portugal, num dos mecanismos legais de apoibiacembustiveis, o Decreto-Lei n.°

117/2010, de 25 de outubro, foi estabelecida unta deincorporacéo de biocombustiveis



para cada um dos anos, a que as entidades quduagra combustiveis no consumo
(incorporadores) estdo obrigadas. Estas metagséateor energético [7]:

e 5,5% para 2013 e 2014;

* 7,5% para 2015 e 2016;

* 9,0% para 2017 e 2018;

* 10,0% para 2019 e 2020.

Este Decreto-Lei vai ao encontro do estipulado m@tiva 2009/28/CE [3], relativa a
promocdo da utilizacdo de energia proveniente dee$orenovaveis, ja mencionada

anteriormente.

2.2. Matérias-primas usadas na producéao de biodiesel

O biodiesel pode ser obtido através de 6leos visgaien origem em varias fontes, estando

representados na Tabela 1 os mais convencionais.

E pouco provavel que a producio de biomassa agncsisa atender a crescente procura,
portanto, ha uma necessidade urgente de obter funwas de biomassa que ndo compitam
com a agricultura. As microalgas, hoje em dia, &@itsideradas a fonte de biomassa mais
promissora. O biodiesel derivado de oleaginosasnécambustivel renovavel e uma

alternativa de carbono neutro para combustiveis/atiys do petroleo. Infelizmente, o

biodiesel produzido a partir de oleaginosas, residie 6leo de cozinha e gordura animal
nao consegue realisticamente satisfazer, até masmopequena fracdo, da necessidade
atual dos combustiveis para transportes. Por exerspla palma, que é uma cultura de alto
rendimento em Oleo, fosse cultivada para atendenap a 50% das necessidades de
combustivel de transporte dos EUA, seriam necessa#d% do total de area de cultivo dos

EUA; No caso do milho, seriam necessarios cerc@éo da area de cultivos dos EUA se

o milho fosse cultivado para satisfazer a mesmaupap enquanto apenas 3% da mesma
area de cultivo dedicada a producédo de microakmsm o suficiente para a producdo de
biomassa das algas capaz de satisfazer os mesfslébdecessidades do combustivel

dos transportes [8].

As matérias-primas usadas atualmente para a prodigdbiodiesel enfrentam alguns
problemas graves que limitam a sua capacidadespat@narem um substituto eficaz dos
combustiveis fésseis nos meios de transporte. ¥on@o, a utilizacdo de 6leos vegetais

alimentares (como o 6leo de soja), também usadasgaeonsumo humano, pode levar a



aumentos dos precos dos alimentos e até mesmassesaestes. Além disso, a utilizacao
de terras araveis vai aumentar a pressao sobrerta ofe alimentos, o que pode levar a
perda de biodiversidade. Também, como as tradicionatérias-primas sdo baseadas em
culturas anuais, em maus anos agricolas surgenieprab de escassez de potenciais
matérias-primas, representando assim ameacasraig®o atual sistema de producdo de
biodiesel, ndo esquecendo ainda o problema do amaaEnto que é originado pela

sazonalidade das culturas convencionais [9].

Atualmente nenhum estudo apresenta resultadosetoacgque possam definir a melhor
espécie de microalgas para produzir biodiesel eandgr escala, mas comparando com a
Tabela 1, apresentada em seguida, podemos congfagr as microalgas sao
indiscutivelmente, uma forma bastante promissoraa pproducdo de biodiesel,
conseguindo produzir 1.000.000 de litros em 28areste tendo uma producédo anual de
35.100 litros de 6leo. Comparando com os resultaido€olza (2° melhor resultado), as
microalgas sdo bastante mais eficientes na prodigéteo para obtencao de biodiesel.

Tabela 1 Oleo extraido de diferentes matérias oleaginosasro@ncionais e de microalgas [10].

Cultura Oleo extraido Area para prodygéo de
(L/ha.ano) 1000000 L de dleo (ha)
Soja 446 2242
Colza 1190 840
Girassol 810 1235
Microalgas 35100 28

A ideia de produzir biodiesel a partir de microalgamou forma no Projeto National
Renewable Energy Laborato(NREL) através do Programa de Espécies Aquati&as)(

Tal aconteceu ap0s a constatacdo de que sob certdgdes, as microalgas acumulam
altas quantidades de lipidos. Desde entdo, uma dérpesquisas tém-se concentrado no
desenvolvimento de sistemas de cultivo viaveis, wilea maneira econdmica e
ambientalmente correta, em especial a identificat@ condicbes de crescimento ideais
gue assegurem alto teor de 6leo e os melhores o¥p@ta 0 processamento de biomassa
de microalgas .

De 1987 a 1990, foi efetuado um "Ensaio ao ae'limuma area de 200 nsom lagoas de

alto rendimento, enRoswel] Novo México. Concluiu-se que o uso de microalgasa a



producdo a baixo custo de biodiesel foi tecnicam@aissivel, mas ainda era necessario
um periodo consideravel de investigacdo e desenvehio para alcancar as altas

produtividades requeridas [11].

Devido a preocupacdes atuais sobre o aquecimeatmlglo aumento do consumo de
combustiveis fosseis e 0 aumento do preco do petrd mesma ideia continua a atrair
muita atencdo. Na verdade, as microalgas sdo angdnvistas como uma matéria-prima
alternativa viavel para a producdo de biocombuistigeoutros bio-produtos [11], [12],
incorporando na sua biomassa 0,C@€sultante da combustéo, por assimilacao atrawes d

processo de fotossintese



3. Producao de biodiesel a
partir de microalgas

Neste capitulo, sdo apresentadas as principaicasote producéo de biodiesel a partir de
microalgas. Por ultimo, é efetuada uma andliseidgidfica ao custo de produgédo do

biodiesel obtido através das microalgas.

3.1. Enquadramento

As microalgas constituem um grupo distinto de mganismos fotossintéticos,
unicelulares ou coloniais, presentes em meios mgpsaioces ou salinos. Estas organizam-
se e dividem-se em trés classes principais, emoteme abundancia: as diatomaceas
(Bacillariophyceag, as algas verdes ou clorofitaSh{orophyceag as algas douradas ou
crisofitas Chrysophycege Consideram-se também as algas azuis ou cCiardlzect
(Cyanophyceae) [13]. Caracteristicas como a elevada de crescimento, a elevada
capacidade de producdo de Oleos e, uma maior refiaiotossintética relativamente a
outro tipo de oleaginosas tornam as microalgas fom@ promissora de matéria-prima

para a producao de biodiesel [14].

Embora, numa perspetiva simplista as microalgasgmsparecer semelhantes a outras
matérias-primas usadas para a producdo de biodestak sdo micro-organismos vivos



que se desenvolverassencialmente em ambientes liquidos e portanio, téenicas
particulares de cultivo, colheita e processament® dgvem ser consideradas, de mo

permitir produzir mais eficientemente o biodii [11].

3.2. Etapas do process

As etapas do processo de producdo de biodiesertia ga micraalgas encontra-se
esquematizadas na Figuraelncluem: a selecdo das microalgas e do locaultva, o
cultivo de microalgas, a sua colheita, extracadipidos e sequente transesterificag

Cada passo sera explicado sucintamente de se

Selecdo das algas e Ioﬂ

Luz Agia ! ! ciz Nitnentes

——— Cultura da algas
-

Cultivo de algas [J(0,02-0,06% do SST:
solidos suspensos totais)

Reciclagem de
Cultura G Efluente algal (2-7% SST)

Colheita

& Lama algal (5-15% SST)
Processamento da biomassa
(Desidratagdo, filtragem, secagem)

JReciclagem de
nutrientes Bolo algal (15-25% SST)
Extracdo do dleo
(Rompimento celular e extragdo do 6leo)
Uu’pidus e acidos gordos livres

Erodug&o do biodiesﬂ

Figura 1 Etapas do processo de producéo de biodiesel a pardie 6leo de microalgas (adaptad
de [11]).
3.2.1. Selecado das microalgas e local de cultivo

As microalgas estédo presentes em todos 0s ecosasixistentes no nosso planeta,
s6 aquaticos mas também terrestres, representamaigrande variedade de espécies v

que se desenvolvem numa ampla gama de condi¢cOasrdaanh Estime-se que existam
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mais de 50.000 espécies diferentes, mas apenadiomara limitado (cerca de 30.000)

foram j& objeto de estudo e andlise [11].

Na Tabela 2 referem-se algumas espécies de miasgdgestudadas e referidas com

frequéncia na literatura, quantificando o seu tdéiprdico, produtividade lipidica,

produtividade volumétrica de biomassa e a prodidile de biomassa por area.

Tabela 2 Teor lipidico, produtividade de lipidos e de biomasa de diferentes espécies (adaptado

de [11].
- Produtividade | Produtividade
- Produtividade o
Teor de lipidos lipidica volumétrica areal de
Espécie de microa|gas de biomassa biomassa
(% de peso seco da . . .
biomassa) (mg/L/dia) | (g/L/dia) (g / nt/ dia)
Ankistrodesmus sp. 24.0-31.0 - - 11.5-17.4
Botryococcus braunii 25.0-75.0 - 0.02 3.0
Chlorella emersonii 25.0-63.0 10.3-50.0 0.036 — 0.0p1 0.91-0.97
Chilorella vulgaris 5.0-58.0 11.2-40.0 0.02-0.29 0.57 -0.95
Dunaliella salina 6.0-25.0 116.0 022034 1073520~
Dunaliella primolecta 23.1 - 0.09 14
Haematococcus pluvialis 25.0 - 0.05-0.06 10.2 - 36.4
Scenedesmus sp. 196-21.1 40.8 - 53.9 0.03-0.2p 243 -1352

A Chlorella parece ser uma boa opcéao para a producdo dedsbdi® entanto, ha outras

espécies tao eficientes e produtivas como estap @mnpode observar na Tabela 2. A

selecdo das espécies mais adequadas necessitaaleto consideracdo outros fatores tais

como, por exemplo, a capacidade das microalgagsendolverem usando os nutrientes

disponiveis ou em condi¢cdes ambientais especifitados estes parametros devem ser
considerados simultaneamente, na selecado das espéais adequadas para a producao de
biodiesel [11].

3.2.2. Cultivo

As microalgas podem ser cultivadas tanto em sisged® cultura abertos como em

sistemas de cultura fechados (denominados fot@&aitmres) (Figura 2).

Os sistemas de cultura abertos podem ser claskiicem aguas naturais (lagos) e lagoas
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artificiais. Os sistemas mais usados incluem gmndgoas rasas, tanques e lagos
circulares faceway ponds Uma das principais vantagens dos tanques ab&xdsacto de
serem mais faceis, econémicos de construir e omkrague os sistemas fechados. No
entanto, as suas principais limitacdes incluemil&zagdo de pouca luz pelas células,
perdas de agua por evaporacao, difusdo depa@ a atmosfera e a exigéncia de grandes
areas de terreno. Além disso, h4 uma maior pratatié de contaminacdo por outros
seres heterotroficos de rapido crescimento, restidio assim, a producdo comercial de
microalgas em sistemas de cultura aberta, sen@s ssgttemas adequados apenas aos
organismos que podem crescer em condicdes extrefasn disso, devido aos
mecanismos de agitacdo ineficiente em sistemas ullivoc abertos, as taxas de
transferéncia de massa sdo muito baixas resul@mdsaixa produtividade de biomassa. A
Tabela 3 resume as vantagens e limitacdes daagfiizde lagoas abertas [15].

Um fotobiorreator é um dispositivo técnico fechadogncebido para produzir
microrganismos fotossintéticos, em colaboracdo @mmrequisitos 6timos de luz, de

temperatura, de pH, de meio, de transferéncia detglade de movimento e de £[0].

Os fotobiorreatores podem tomar varias formas,c@iso: colunas verticais, placas planas

e tubos inclinados ou horizontais [15], como setragsa Figura 2.

Figura 2 Reatores utilizados no cultivo de microalgas: (apboas abertas e fotobiorreatores (b)

placa plana, (c) tubos inclinados [16] e (d) tubdsorizontais [17].

12



Na Tabela 3 resumem-se as vantagens e limitagGaguwies tipos de sistemas de cultivo.

Tabela 3 Vantagens e limitacdes dos diversos sistemas detatd de algas [15].

Sistema de Cultura Vantagens LimitacOes

Reduzido controlo das condi¢bes
de cultivo, dificuldade no

. . L .| crescimento de culturas de algas
Relativamente econdémico, facil de limgar

Tanques abertos | depois do cultivo, bons para cultivo de por(jlor!g%s genodos, baixa d
algas em massa. produtividade, ocupam grande

area de terreno, limitado a algumas
espécies de algas, as culturas s&o
facilmente contaminadas.

Transferéncia de massa alta, uma boa| Area de superficie de iluminagaa
mistura com baixa tensdo de pequena, construcao exige
cisalhamento, baixo consumo de enerdimateriais sofisticados, tenséo de
alto potencial de escalabilidade, facil dgcisalhamento para culturas de
esterilizar, prontamente temperado, bopalgas, diminuicdo da area de

para imobilizacédo de algas, fotoinibicdq superficie de iluminacéo quando|é
foto-oxidacado reduzidas. feito oscale-up

Fotobiorreatores de
coluna vertical

Area de superficie de iluminag&o grang Quando é feito scale-up

: reguerem muitos materiais e
adequado para as culturas ao ar livre, . )

; L compartimentos de apoio,
para imobilizagao de algas, bom dificuldade em controlar a
Fotobiorreatores de| encaminhamento da luz, boa emperatura da cultura. alqum arau
placa plana produtividade de biomassa, relativame 1%,% cF;escimento na arédeg 9
barato, facil de limpar, prontamente P '

temperado, baixa acumulagao de p.055|b.|||(Ajao_Ie detress
oxigénio hidrodindmico para algumas

estirpes de algas.

=
=)

eGradiente de pH, oxigénio
dissolvido e CO2 ao longo dos
tubos, incrustacéo, algum grau de
crescimento na parede, requer
grande espaco de terreno.

Area de superficie de iluminag&o grang
Fotobiorreatores adequado para as culturas ao ar livre,
tubulares muito boa produtividade de biomassa,
relativamente barato.

SegundcChisti [18], mesmo que o custo associado a construcadotimsiorreatores seja

cerca de dez vezes superior ao dos sistemas ghestescusto € compensado pela maior
produtividade de biomassa e por uma maior conagidraelular numa mesma area de
cultivo, como se demonstra na Tabela 4. Desta foomasegue-se uma maior producao
por area ocupada (producao areal), conseguindess® @abter uma economia de energia

utilizada na colheita [11].
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Tabela 4 Comparacao de produtividade obtidi em fotobiorreatores e sistemas abertc
(adaptado de [8]).

Variavel Fotobiorreator Lagoa racewa
Produc¢éo anual de biomassa 100 000 100 o0(
Produtividade volumétrica diar -
(kg m_3d.1) 1,535 0,111
Produtividade areal (kg fd™Y) 0,072 0,03t
Concentracédo de biomassa (k?) 4 0,1¢
Taxa de diluicdo (4 0,384 0,2t
Area necessaria (in 5681 782¢
Rendimento em 6leo (hna) 58,7 42.€
Consumo anual de G@kg) 183 333 183 33!

132 tubos paralelos/ unidad®78 nf/lagoa
Comprimento: 80 m Largura: 12 m
Diametro de tubo: 0,06 m | Comprimento: 82 |
Profundidade: 0,30

Geometria do sistema

NuUmero de unidades 6 8

Ao longo do processo driltivo das microalgaé necessario procedemsaliacdo dcseu
crescimentopara 0 que € usa a curva de crescimento. Esta € expressa como S
relagédo entre o incremento da biomassa ou aumentuithero de individuos em fung
do tempo. Numa cultura em reator fechado e emvouldescontinuo, a curva

crescimento apresenta cinco fases ctas.

fase estacionaria
- e * 0 ° -
8 .
£ : :
5 fase de declinio
g fase experimental "
3 .
?l
/" -
fase lag ¢ fase da morte
; an ?
Il I% Ll L L L] L L} L] L] L] L L L] L] L] L L] L] L L L]

Tempo

Figura 3 Curva de crescimento de uma cultura microalgal emeator fechado
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3.2.3. Colheita

A etapa de colheita da biomassa de algas é tiprtanuena das mais dispendiosas de todo
0 processo, podendo representar 20-30% dos cugtos [19]. O custo desta operacao €
tipicamente elevado porque as fracdes massicasaleatgas sdo geralmente baixas e, as
células transportam normalmente cargas negativas eexcesso de matéria organica
algogénica para manter a sua estabilidade numoediagerso [20], [21]. Desta forma, a
escolha da metodologia a ser usada no processolligta € um ponto fundamental na
producao de biodiesel a partir de microalgas, ueraque a utilizagdo de tecnologias que
consomem elevada quantidade de energia torna egs@cde producdo de biodiesel

economicamente desinteressante [14].

O processo de colheita de microalgas envolve ummais etapas de separacéo solido-

liguido, como por exemplo, floculagéo, centrifugaca filtracéo [19].

Quando as microalgas sao produzidas com o intaitextracdo de produtos de alto valor,
a colheita é feita por centrifugacao [22]. Estapiacipal técnica aplicada na colheita da
biomassa de microalgas e regista uma eficiénciarsupa 95% [20]. Trata-se de um
processo rapido que depende apenas das carachsridd sedimentacdo das células, do
tempo de residéncia na centrifugadora e da profiawiéi de decantacao [23]. Contudo, este
processo € demasiado dispendioso quando se trptadigos de baixo valor, como o 6leo
como matéria-prima para biocombustiveis, uma vezogmsome muita energia devido aos

grandes volumes de meio de cultura que precisaserderocessados [22].

O processo convencional de filtragdo, filtracdo sébuo, adequa-se para a colheita de
microalgas relativamente grandes, com tamanho isn@e7Oum, como aCoelastrume a
Spirulina No entanto, este processo ndo pode ser aplicadmlheita de espécies de
microalgas que se aproximam das dimensfes baa@srimomo aScenedesmus a
Chlorella. Desta forma, para a recuperacdo de pequenassélelalgas com dimensdes
inferiores a 3Qum, a microfiltracdo e a ultrafiltracao (filtracdorpmembranas utilizando
pressdo hidrostatica), representam alternativasiceemente viaveis a filtracao

convencional [23].

Quanto a floculacdo € um processo no qual as pksialispersas sdo agregadas em
conjunto para formar particulas de grandes dimengiga a solucdo. O tamanho

aumentado da particula conduz consequentement@aasedimentacdo mais rapida. Os
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floculantes podem ser organicos ou inorganicos,damo, cloreto de ferro (1), sulfato de
ferro (lll) ou sulfato de aluminio. Atualmente, iirdécdo ndo € considerada um método
adequado para uma recuperacdo de microalgas baratstentavel. Estudos recentes
aconselham a utilizacdo da autofloculacdo das alufjue pode ocorrer durante a

limitagdo de carbono ou mudancas de pH [24].

Apbs a colheita, e no caso do processo produtigoesdge estar padronizado, para utilizar
a biomassa seca sera necessario secar (ex. seaagat) ou desidratar a biomassa (ex:

liofilizacao) [19].

3.2.4. Extracdo de lipidos

Os meétodos utilizados para extrair lipidos das séeseoleaginosas podem ser aplicados
para a extracdo de 6leo das microalgas. Os métndssutilizados na extracédo de lipidos

passam pela prensagem e pela extracdo por co-sdygmodendo ser utilizados em

conjunto para uma maior eficiéncia, podendo atimugr 95% de quantidade de 6leo

extraido presente na biomassa. O método de prenspgderda chegar aos 75% de

quantidade de oleo extraido presente na biomas§a[gb], [26], no entanto, apresenta

dificuldades devido a reduzida dimensédo das céldéasnicroalgas que podem escapar
facilmente por pequenos orificios quando séo preasias.

O conceito em que se baseia a extracdo por corgesseonsiste no facto de determinados
compostos terem mais afinidade para uns solventesi€ para outros. A separacao torna-
se possivel uma vez que o solvente organico e aplalsados se separam em fases
diferentes por adicdo de agua [27]. Varios métaéiossido utilizados para este fim, como
a extracao direta com hexano ou pelo métodsoadlet[28], o método ddligh e Dyer
[26] com uma mistura de cloroféormio/metanol comdvaote e a extracdo por fluido

(como CQ ou metanol) em condigBes supercriticas [29].

A metodologia deBligh e Dyer € uma versdo simplificada do procedimento classico
proposto porFolch [25], que se distingue por ser um dos procedinsedéoextragdo mais

versatil e efetivo, particularmente adequado pamddise de lipidos nas microalgas.

Embora o protocolo de extracdo lipidica classicaFdieh, baseado na extracdo com
cloroférmio, seja particularmente adequado parandise de lipidos nas microalgas,

existem solventes organicos alternativos que sas seguros e faceis de utilizar quando
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se pretendem aplicar em grande escala. O hexamm@sneficiente que o cloroférmio, mas
é também substancialmente menos téxico, menosndigg®® e, aparentemente apresenta
uma grande seletividade para fracOes lipidicasra®yR1]. Por estes motivos, o hexano

tem sido o solvente de elei¢cdo nas aplicacbes andgrescala [11].

3.2.5. Transesterificacao

De acordo com os requisitos da Norma Europeia ENL4430] (relativa a avaliacdo da
qualidade do biodiesel) deve-se avaliar qualitateate o 6leo extraido de microalgas ou
até mesmo de outros produtos vegetais, antes aeesebo Oleo a transesterificagéo. E
importante realizar esta avaliacdo, dado que aepigens de acidos gordos relativos aos
lipidos totais, da matéria-prima (6leo), podem wheiear se o biodiesel produzido a partir

daquele 6leo vai ter qualidade aceitavel ou néao.

Os acidos gordos e ésteres metilicos de acido®gaam quatro ou mais ligacdes duplas
entre &tomos de carbono da cadeia principal s&etusis de oxidacdo e este facto reduz
a sua aceitabilidade na producdo ou quando presatebiodiesel. Os acidos gordos
polinsaturados, com duas ou trés ligacoes dupla® €tomos de carbono sdo mais
estaveis a oxidacdo do que os anteriores (quatnoaislligacdes duplas). O teor de ésteres
metilicos dos acidos gordos polinsaturados é laoitma Norma EN 14214 [30], e
podemos referir que, o limite superior de teor sterémetilico do acido linolénico (C18:3
n-3) € de 12% (mol) e o limite superior de teor @&steres metilicos com quatro ou mais

ligacBes duplas é de 1% (mol).

Na Tabela 5 apresentam-se as composi¢des perceratuaalguns tipos de acidos gordos
presentes n&hlorella vulgaris Com a analise da Tabela 5, podemos constataaque
Chlorella vulgarisé particularmente rica em acidos gordos C16:0, Ca8, C18:2 n-6 e
C16:1 n7, sendo uma fonte importante de acidosogopwlinsaturados (PUFA) do tipo
omega-3 (n-3).

A possibilidade de utilizar 6leos vegetais como bostivel € reconhecida desde o inicio
dos motores a diesel. Mas, 6leo vegetal € demasiadoso para uso direto nos motores.
Existem algumas técnicas para reduzir a viscosidad@eo vegetal tais como: a diluicéo,

a microemulsdo, a pirélise e a transesterificag@ondo a Ultima a mais utilizada [31].
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Tabela 5 Composicao (% massica) em acidos gordos, com cadede 14 a 22 atomos de

carbono, da espéci€hlorella vulgaris[32].

Acidogordo | (o8 R el valgaris
C14:0 0,38
Cl4:1 Tr
C16:0 15,41

C16:1n-7 1,17
C18:0 6,24
C18:1n-9 33,14
C18:1n-7 1,13
C18:2n-6 9,73

C18:3n-6 Tr
C18:3n-3 1,93
C18:3n-3 Tr
C20:0 0,19
C20:4n-6 Tr
C20:5n-3 3,23
C22:5n-3 3,11
C22:6n-3 20,94

Tr — quantidades vestigiais

A transesterificacdo é um processo quimico simgiesenvolve a reacao reversivel dos
triglicéridos com um &lcool, na presenca de umlisatdor (Figura 4). Os produtos desta
reacdo sdo os ésteres alquilicos de &cidos gotmodigsel) e a glicerina (também

conhecida como glicerol) é obtida como principddsoduto [33].

ROCOR'
Hz(;— OCOR Catalsaddii + Hg(lf—D'H
HC-0OCOR" + 3 ROH _— ROCOR" + HC-0OH
[ - i
Triglicerideo  Alcool Esteres Glicerol

Figura 4 Reacao de transesterificacdo (adaptado de [31]).

A transesterificacdo requer 3 moles de alcool pdaanole de triglicéridos, para produzir

1 mole de glicerol e 3 moles de ésteres metiliEtgufa 4). Para que a reacdo se realize
em grande extensdo e o equilibrio seja deslocaddiregdo da producdo dos ésteres
metilicos, ou seja, do biodiesel, os processos ramdg escala usam 6 moles de metanol

para cada mole de triglicéridos, procedendo-senab da reacdo a recuperacdo do excesso
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de alcool usado. O rendimento em ésteres metiégosde 98% em relacdo ao peso do

Oleo original [8].

3.3. Custo do biodiesel

O biodiesel produzido através de 0Oleo de microajgade assumir diferentes valores
consoante os métodos utilizados para a sua prodGtésti [8] refere que a recuperacéo
de 6leo a partir da biomassa de microalgas e aecedw do 6leo em biodiesel ndo séo
afetadas pelo facto de a biomassa ser produzida@waysou fotobiorreatores. Assim, o
custo de producéo da biomassa € o Unico fatorareleypara uma avaliacdo comparativa

dos fotobiorreatoresracewaysara a producéo de biodiesel de microalgas.

SegundoChisti [8], 0 preco do dleo extraido da biomassa miceadafgyoduzida nos
fotobiorreatores ronda os $ 2,80/L. Assim podessumir, comparando os valores da
Tabela 6 que o processo de colheita/extracdo aoadletribui cerca de 50% para o custo
final. Em comparacdo com isto, ao longo de 2013jddeiro a junho), o 6leo de palma,
que é provavelmente o 6leo vegetal mais baratéo[8lendido por um preco médio de $
770,61/t ou cerca de $ 0,86/L [34].

Tabela 6 Comparacao do preco da biomassa produzida em fotabreatores eRaceways
(adaptado de [8]).

Fotobiorreator Raceway
Preco do kg de biomassa de microaldas $2,95 $ 3,80
(Aumento de producéo para 10 000t) Devido a ecomaimiescala o preco desce;
Preco do kg de biomassa de microaldas $0,47 $ 0,60
: . . Assumindo que a biomassa contém 30% de 6leo em pgso
Biomassa para fornecer 1 litro de éle
T $ 1,40 | $1,81

Comparando o preco do Oleo, podemos constar quedugéio de biodiesel através de
microalgas é bastante mais cara do que a produghmdiesel convencional. Note-se que
0 preco de Oleo de microalgas acima descrito évelao ano 2006, e o preco do 6leo de
palma é de 2013, o que pode alterar um pouco @segabpresentados, mas nao devera
andar muito longe da realidade.
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Para que o 6leo de microalgas possa substituitrolee como fonte de hidrocarbonetos
para a industria petroquimica, o Oleo tera que cletido a um preco que €

aproximadamente relacionado com o preco do petiigto, através da equacao (1) [8]:

Cc’JIeo de alga§619 x10-3 xgetréleo (1)

Onde Gieo de algas($ por litro) € o prego do dleo de microalgas Rubeo € 0 preco do
petréleo, em $ por barril. A equacado (1) assumeaya@keo de algas tem cerca de 80% do

conteudo energético do petréleo.

SegundoZardo [35], o custo de produgdo do biodiesel a partirotl® de microalgas
cultivadas em fotobiorreatores tubulares verticlgbiorreatores tubulares horizontais e
lagoas tiporacewayé $ 1,43, $ 1,64 e $ 10,65 /L, respetivamente. zsamdo com o
preco do biodiesel convencional apresentado, de0%/Lf, com os resultados acima

descritosZardo concluiu que o biodiesel de microalgas ndo é anicamente viavel.

Tendo em mente os resultados anteriormente obpdos/arios autores e ja referidos,
optou-se por estudar com mais detalhe a etapa lteiteodas microalgasChlorella
vulgaris), de modo a otimiza-la e entéo avaliar o custprdducéo de biodiesel a partir do

Oleo extraido desta microalga.

! A converséo de Real para Dolar US foi realizadaa tlo dia 14-08-2013 por [36].
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4. Trabalho experimental

Neste capitulo serdo abordadas as técnicas e prum#ds experimentais utilizados para
obtermos os resultados necessarios a avaliacaoudtiss de producdo das microalgas e do

6leo extraido.

4.1. Escolha da microalga

A microalga escolhida para este estudo f@hdorella vulgaris Esta escolha deve-se ao
facto de esta espécie ser de rapido crescimersigieete e muito comum nos ambientes
aquaticos nacionais. Por outro lado, € uma esmécie boa produtividade lipidica, com
cerca de 13,3 % de lipidos (% peso seco) [32]. &pea prevaléncia desta microalga nos
ambientes nacionais, a estirpe utilizada foi a $AG.12, adquirida de entre a colecao da
Algoteca SAG $ammlung von Algenkulturen der Universitat Goéttmge Culture

Collection of Algae).

A Chlorella vulgarisé uma microalga do Reino Protista e Kilolorophyta(algas verdes).
As microalgas que pertencem a este Filo tém comgmemtos fotossintéticos
predominantes a clorofila-e b, os quais estdo localizados em plastos [37]. &xgpécie
habita em meios de agua doce e € uma microalgaeinigem flagelos), unicelular (ndo
colonial), sem constricdo mediana (sinus) e de doo®lular esférica, de 2-4Om de
diametro [38].
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4.2. Cultivo da microalga Chlorella vulgaris

Numa fase inicial, o cultivo d&hlorella vulgarisfoi efetuado em fotobiorreatores que
consistiam enerlenmeyersle 1 L e posteriormente egznlenmeyersle 5 L, a partir de uma
cultura densa obtida por inoculacéo de tubos dai@eem a estirpe original, SAG 211.12.
Por fim, quando a cultura atingiu densidade elevadabustez necessaria para resistir a
contaminacdes, foram realizados cultivos em agsade 30 L. As culturas foram

preparadas e mantidas em regime descontinuo.

4.2.1. Preparacao do material

Todo o material utilizado eflenmyeres pipetas, provetas, tubos de ensaio, etc.) foi
previamente lavado em agua corrente e detergerdssago por &agua destilada,

autoclavado a 121 °C durante 20 min em autoclaven{iMert) e colocado em camara de
fluxo laminar (Cruma 870-FL, Figura 5) sob radiatA6 durante 20 min.

Figura5 Camara de fluxo laminar Cruma 870-FL

Devido a baixa resisténcia a elevadas temperatwtas, rolhas de borracha dos

erlenmeyeree dos tubos de arejamento de silicone, estes fergeitos apenas a uma
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fervura a 100 °C, durante 10 min, em vez de autagem. Posteriormente foram
colocados na camara de fluxo laminar (Cruma 870sBb)radiagdo UV durante 20 min.

4.2.2. Preparagao do meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o BBN 3N modificadouja composicdo se encontra
descrita na Tabela 7. Todos os reagentes usadestraxmlho sdo de qualidade p.a.

Tabela 7 Composicao do meio BBM 3N modificado.

Crassica Toma para volume 1 L
Reagente
(g/L conc) (mL)
K,HPO, 15,00 10
KH,PO, 35,00 10
MgSQ,.7H,0 15,00 5
g NaNO; 75,00 30
2 CaCh.2H,0 5,00 5
= NaCl 5,00 5
S EDTA-Na 50,00
= + + 1
KOH 31,00
FeSQ.7H,0+H,SO, | 4,98 + 1,00 mL 2
H3BO; 11,42 1
© ZnSQ,.7H,0 1,412
5 MnCl,.4H,0 0,232
E CuSa.5H,0 0,252 0,5
5 Co(NOs),.6H,0 0,080
= Na,M00,.2H,0 0,192
H,O — — 930

Este meio tem como base o meio BBBbld Basal MediumUTex) que é o meio de
cultura padréo utilizado para cultivo @alorella vulgaris As alteragcdes do meio BBM 3N
modificado, relativamente ao meio padrdo BBM cowi@mal sdo as seguintes: a
concentracdo de XKPO, e KH,PO, foram duplicadas, passando de 7,50.gépara 15,00
9/Lconc € de 17,50 gllenc para 35,00 gllene respetivamente. Também héa uma alteracdo na
concentracdo do FeS®@H,0O, aumentando o volume usado na preparacdo dopasoo
dobro, passando de 0,5 mL para 1,0 mL. A maioragj® do meio BBM 3N modificado
relativamente ao meio BBM convencional é no reagdiaNQ, o qual é adicionado numa
quantidade seis vezes superior & do meio padrda. &teracao foi efetuada aumentando
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trés vezes a concentracédo de 25,0Q.g/lpara 75 g/konc € trés vezes o volume por litro
passando de 10 mL para 30 mL. Ainda se reduziua paetade, o volume de
micronutrientes acrescentado por litro de cultpessando de 1,0 ml para 0,5 mL. Por fim,

acertou-se o volume com agua até perfazer 1 ¢jtre,neste caso corresponde a 930 mL.

Para evitar contaminac¢des, o0 meio deveria ser lavamo mas, devido a dificuldades na
utilizacdo de uma autoclave, foi colocado em cardarfiuxo laminar (Cruma 870-FL) sob

radiacdo UV durante 20 min, antes da inoculacéo.

4.2.3. Inoculacdo

Numa fase inicial da inoculacdo, as culturas fomaculados enerlenmyerede 1 L e
posteriormente de 5 L, com condi¢fes de luz e tesyra controladas. Estes parametros
foram assegurados por exposicdo a iluminacdo catifi proveniente de lampadas
fluorescentes, com um foto periodo de 12:12 horgssicionados com a ajuda de um
luximetro (Lutron LX-1102) para que a intensidadmihosa se mantivesse constante a
3500 lux. A temperatura na sala de cultivo foi colada com um sistema de ar
condicionado portati com bomba de calor (OrbegoA®R-67), e mantida

aproximadamente a temperatura ambiente (24 °C).

A inoculacdo das culturas, tanto de 1 L como de ¥folefetuada em camara de fluxo
laminar (Cruma 870-FL). A monitorizacao de crescitoedas microalgas n@slenmyeres
foi efetuada com controlo visual, através da cg@oaapresentada. A Figura 6 evidencia as

alteracbes da coloracéo das culturas ao longondoae

Figura 6 Culturas de Chlorella vulgaris em erlenmeyers de 1A.esquerda: dia 0 da inoculagao;

a direita: identificagdo da cultura que esta prontaa inocular Erlenmyersde 5 L.
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Como podemos ver na Figura 6 a cultura identificaaia a seta, apresenta uma coloragéo
verde forte. Desta forma conseguimos identificaaltara apropriada para inocular em
Erlenmyersde 5 L. O mesmo processo foi utilizado para pagasrculturas de 5 L para a

cultura em aquario de 30 L.

O cultivo de microalgas em aquarios de 30 L foiugfdo em regime nao controlado de
luz, temperatura ou contaminagdes. Os meios deuraulhdo foram previamente
esterilizados. As culturas foram sujeitas apenéiszanatural e as variacbes naturais e

sazonais de luz e de temperatura.

O controlo de crescimento nesta fase foi efetuaglo método da densidade o6tica, que
consiste na monitorizagdo da absorvancia das aesltarpartir de 3 mL de amostra da
suspensdo de microalgas, tomando como referéncianeto de cultura, num
espectrofotometro UV/Visivel (Shimadzu UV-160 A)igira 7). Quanto maior for o
namero de células, maior sera a absorvancia, treduzim aumento da densidade Otica.
As leituras realizaram-se a um comprimento de a®d&83,5 nm, correspondente ao pico
de absorvancia maxima determinado para a cultueade&hlorella vulgaris A relacao
entre a densidade Gtica a um determinado compraviEnbnda), (OD;) e a concentracdo
em biomassa secé( g/L) foi estabelecida para o comprimento de ohda683,5 nm e
pode ser representada pela equa€ge:(0Des35-0,0337)/ 2,696 (Anexo A).

Figura 7 Espectrofotometro ShimadzuUV-160 A, usado na avaliacdo da densidade Gtica.

4.3. Processo de colheita das microalgas

Conforme referido anteriormente, este passo eatipénite um dos mais dispendiosos,

representando 20 a 30 % dos custos totais. Assmamfestudados técnicas alternativas de
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colheita, tendo em vista a diminuicdo dos custe®@ados a esta etapa, tornando o

processo energética e economicamente mais eficiente

4.3.1. Aumento do pH

Segundo Wu [39], o aumento do valor do pH do meduz a uma maior eficiéncia de
floculagéo, até 90 % para as microalgas de agua &kaza o aumento do pH da cultura de
Chlorella vulgaris utilizou-se uma solucdo concentrada do reagent®H\aque foi
adicionado a uma amostra de cultura, cujo pH ihaia de 6,7 com uma absorvancia de
0,120. Aumentou-se o pH de 8 a 13, em incrememntosssivos, efetuando-se as respetivas
leituras Oticas de absorvancia de 15 em 15 minyraténaximo de 90 min (Anexo C).

4.3.2. Adicao de Floculante

O floculante utilizado foi o Pax XL-10 (Solucao deli-hidroxiclorosulfato de aluminio,
comercializado pela Quimitécnica) que é utilizado floculacdo primaria de 4guas. O
procedimento para flocular as microalgas foi o segu

a) Retirou-se do aquario cerca de 1800 mL de cultura;

b) Mediu-se o pH, a temperatura e a absorvancia daraul

c) Da cultura retirada do aquario, mediram-se 300 aria jgada um de seis gobelés;

d) Cada gobelé foi numerado de 1 a 6, sendo o nuneecadh gobelé o volume em mL de
Pax XL-10 adicionado;

e) As seis culturas foram colocadas num sistdaratest (ISCO — JF/6) (Figura 8), em
agitacdo rapida durante 15 min a 25 rpm e, positeeiote ficaram 15 min em repouso
para formar e depositar os flocos de microalgas;

f) Por fim, foram colhidos os sobrenadantes das aa®stiais satisfatorias e medida a

temperatura, o pH e a absorvancia.

O processo anterior foi repetido, mas para uma ghamalumes de Pax XL-10 menor. Os
volumes adicionados foram: 0,30 mL, 0,60 mL, 0,9001P0O mL e 1,50 mL.
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Figura 8 — SistemalJar-testlISCO — JF/6, usado nos ensaios de floculacéo.

4.4. Extracdo de 6leo por solvente

Nesta etapa do processo foram utilizados dois métpdra extracdo de 6leos. O primeiro
método foi o deBligh and Dyer[26] modificado, que foi usado para quantificar leod
produzido e acumulado n@hlorella vulgaris em amostras de pequena dimensao. O

segundo foi 0 método ddalim [28], que foi usado para extrair o 6leo em maswada.

4.4.1. Extracao pelo método deBligh and Dyer

a) Pesou-se biomassa humida num tubo de vidro utdladar centrifuga;

b) Adicionou-se o0s solventes na proporgao (1:2:0,8v))v/ respetivamente,
cloroférmio, metanol e 4gua (uma vez que a biomédsamida ndo se adicionou
agua, apenas se quantificou a agua contida na sa)a

c) Agitacdo da mistura em tubos fechados com tampajcetax (Snijders 34524), a
velocidade moderada, durante cerca de 5 min;

d) Levou-se ao aparelho de ultrassons (Baldelin S&anbik&0) durante 30 min;

e) Adicionou-se 0s solventes na proporcao (2:2:1,8v))v/ respetivamente,
cloroférmio, metanol e agua;

f) Agitacdo da mistura em tubos fechados com tampajogtex (Snijders 34524), a
velocidade moderada, durante cerca de 5 min;

g) Levou-se novamente ao aparelho de ultrassons (Bafenorex TK30) durante
30 min;

h) Centrifugou-se a 3000 rpm durante 15 min (centafEcCO Tvp 25 Nr 8601) (no
final desta etapa ha a formacgéo de 3 fases beitdgsta superior, rica em agua e
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)
K)

4.4.2,
a)
b)

c)
d)

metanol; a intermédia, constituida por biomassaa dnferior, composta por
cloroférmio e lipidos) (Figura 9);

Descartou-se a fase superior;

Recuperou-se a fase inferior para um tubo de epsaidamente pesado;
Evaporou-se o cloroférmio (ao ar);

Pesou-se o tubo para quantificacdo dos lipidogperados.

Figura 9 Fases ap0s a extracao de lipidos pelo métodoRlegh and Dyer

Extracao pelo método deHalim
Pesou-se a biomassa humida num frasco de vidro;
Adicionou-se a amostra 0s co-solventes hexano mrapanol, na propor¢cao 3:2
(v/v), respetivamente;
Levou-se a mistura resultante ao banho de ultrassiomante 1 h;
Adicionou-se 198 mL de agua e 200 mL de isopropéolmdervou-se a formacéo
de um sistema bifasico) (Figura 10);
Colocou-se a mistura num funil de decantagdo dheaese a fase superior, onde
se encontram a maior parte dos lipidos extraidos;
Por fim, procedeu-se a destilacdo da mistura remllseparando o 6leo extraido
do hexano.
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Figura 10 Fases observadas na extracao de lipidos pelo métatioHalim.

4.5. Producao de biodiesel a partir do 6leo extraido d&hlorella

vulgaris
Neste processo foram utilizados dois métodos padugdo de biodiesel. O primeiro foi 0
método dd_epagee Roy modificado [40] (reacdo de esterificacdo), queutilizado para
quantificar o biodiesel produzido com uma determiinguantidade de 6leo. O segundo

método foi a transesterificacdo e foi utilizadogparoduzir biodiesel em maior escala.

45.1. Método de Lepage e Roy [40] modificado (reacao dsterificacéo)
Este método baseia-se na reacdo de esterificag@@aidos gordos, catalisada por um
acido forte, neste caso o acido sulfarico.
a) Redissolveram-se os lipidos extraidos num tubddite ¢om tampa de roscar: para
10 mg de Oleo, adicdo de 2 mL de uma mistura deofélonio/metanol nas
proporcdes de (2:1, v/v), respetivamente;
b) Adicionou-se metanol e &acido sulfarico 95-97 %, gerde e catalisador de
esterificacao, respetivamente: para 10 mg de al#igdo de 1 mL de metanol e 0,3
mL de acido sulfdrico. Adicionou-se a quantidadecada a massa de Oleo
disponivel;
c) Agitou-se vigorosamente durante 5 min. (Enroscoa-t&mpa para a agitacao ser
mais eficiente);

d) Pesou-se o tubo com a mistura;

29



9)
h)

)
k)

4.5.2.

Procedeu-se a reacdo durante 10 min a 100 °C, igestar Thermoreactor Velp
Scientifica, ECO 16;

Adicionou-se 1 mL de agua para separar as faseta(etapa, por adicdo da agua
formaram-se duas fases, a superior rica em agu@anolee acido sulfurico, e a
inferior composta por cloroférmio e ésteres);

Descartou-se a fase superior;

Adicionou-se 1 mL de &agua para lavagem e remocaoexd®sso de &acido
(separacéo das fases)

Descartou-se a fase superior;

Adicionou-se 1 mL de agua para lavagem;

Filtrou-se a fase inferior com um filtro com por@®@ pum (com o auxilio de uma
seringa), para remover qualquer particula que aitnisse permanecido na
amostra;

Deixou-se evaporar o cloroférmio, ficando os éstenetilicos no tubo.

Método de transesterificacdo convencional

A transesterificagdo convencional € realizada fdaereagir o 6leo com um élcool

(usualmente o metanol) a temperaturas moderadasddan dos 60 °C, sendo catalisada

por NaOH. O procedimento encontra-se descrito geida.

a)

b)
c)

d)

Depois de pesar o 6leo obtido num frasco de vidmo tampa de roscar (5,86 g de
6leo), misturou-se o metanol (1,172 g) e o NaOB586 g) num recipiente a parte;
No frasco do 6leo adicionou-se a mistura metarmidexido de sédio;

Tapou-se o frasco, agitou-se vigorosamente e caoleeaa mistura no frasco num
banho termostatizado a 60 °C com agitacao de 500 rp

Esperava-se a obtencao de duas fases, a de cimaluiodiesel e a de baixo com o

glicerol, o que acabou por nao ocorrer.
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5.

5.1.

Resultados experimentais
e discussao

Avaliacéo do crescimento daChlorella vulgaris

A Figura 11 representa a curva de crescimento deoatgaChlorella vulgaris realizada

em aquario de 30 L, sujeita a eventuais contamesa@ a variagbes sazonais de

temperatura e luz.

Biomass Seca (mg/mL)

0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Dias

Figura 11— Avaliacédo do crescimento d&hlorella vulgaris(primeiro aquério 30 L).
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Podemos observar, pela analiseFigura 11 que até ao quinto dia o crescimento é r
lento (fase de Inducdo ou L). SegunddBertold [41], a velocidade de crescimento
produtividade estdo diretamente relacionadas coexigéncias nutricionais, pH, agitaci
temperatura e luz (intensidade e duracdo da acdo luminosa). Como a cultura est
sujeita a contaminacBes e a variacfes diarias mpet@tura e de luz, ndo sendt
intensidade luminosa suficiente, as restantes féSapitulo 3.2.2 ndo se consegue

identificar uma vez que existem pontualmente vagagruscas de crescime

Figura 12 Cultura em fotobiorreator de 30 L.

O segundo aquario de trinta litros foi sujeito assmas condi¢cdes que o primeiro
Figura 13representa a evolugida concentracdo de microalgas neste fotobiori. Este
representa uma curva mais unifo, embora entre 0 16° e 0 24° demha estagnadc

crescimentoyoltando novamente a cres:
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Biomass Seca (mg/mL)

Dias

Figura 13 Avaliacéo do crescimentdChlorella vulgaris (segundo fotobiorreator 30 L).

Comparando a concentracéo obtida, passados ceda dias, podemos observar que no
primeiro fotobiorreator a concentracéo foi cerc2dé%6 superior a do segundo.

A produtividade em biomassa seca atingida, nagoérsur a cerca de 5 mg/L/dia, isto é
cerca de 25% do valor minimo referido na Tabeld,@20 g/L/dia). Desta forma confirma-
se o efeito das deficientes condicbes de iluminagademperatura, visto que o0s
fotobiorreatores se encontravam no interior do ratdoio e a luz do Sol ndo chegava as

culturas eficientemente.

5.2. Floculacéo da biomassa algal

5.2.1. Floculacao induzida por aumento de pH com NaOH.

Para a realizacao deste processo foram retiradafotibiorreatores seis amostras de 300
mL de cultura, com uma densidade otica de 0,124lisala a um comprimento de onda de
683,5 nm.

Apoés termos adicionado NaOH as amostras conseguibies os seguintes resultados
com 0s respetivos tempos (analise pormenorizadacAGa

33



0,12

0,1

0,08

0,04

0,02
8 9 10 11 12 13

pH

Absorvancia
o
o
()]

o

Figura 14 Absorvancia do sobrenadante ap6s 45 min.
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Figura 15 Aborvéancia do sobrenadante apos 90 min.

Analisando a Figura 14 e Figura 15 podemos obsejuar para obtermos resultados
minimamente satisfatérios é necessario elevar oapHcerca de 13, 0 que se torna
extremamente dificil e oneroso a uma escala industvlesmo assim o sobrenadante
apresenta alguma biomassa o que nos leva a desstigd@pcao para utilizacdo em grande

escala.
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Figura 16 Cultura apés adicao de NaOH.

5.2.2. Floculacdo induzida por adicdo de um floculante (BaXL-10)

Para a realizacdo deste processo foram retiragdamoStras de 300 mL de culturas dos
fotobiorreatores com uma densidade 6tica de 0.d@djada a um comprimento de onda
de 683,5 nm, com um pH de 6,9 e a temperatura @°22

Este processo foi realizado com a ajuda de umnsisfar-test como mencionado no
Capitulo 4.3.2, obtendo-se os resultados visiveBigura 17.

-
=]
L=]

Figura 17 A) Amostras apds a adicao de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 mé Bax XL-10, com agitacdo durante
15 min a 25 rpm; B) Resultados para adicdo de 1 mile Pax XL-10, apés 60 min de repouso; C)

Resultado para as restantes adic6es apds 60 minrépouso (resultados todos idénticos).
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No final do processo, na amostra onde se adicidnmL de Pax XL-10, obteve-se um
sobrenadante completamente limpido, com uma absoavéle 0, com pH de 3,7 e uma
temperatura de 24,7 °C.

A adicdo de 2 a 6 mL de Pax XL-10, ndo teve qualtjpe de consequéncia a nivel de
floculagdo, pelo que se assumiu que ndo deveriaissgto uma proporgdo Pax XL-10:
volume de cultura superior a 1:300.

Na Tabela 8 esta representado a evolucédo do rentinda colheita da biomassa obtido

com a adicao de 1 mL de Pax XL-10.

Tabela 8 Rendimento da colheita com floculacdo induzida poadicdo de 1 mL de Pax XL-10.

Tempo (min) | Altura (cm) | Volume (mL) | Rendimento %

0 4,2 300,00 0,00
30 0,7 50,00 83,33
60 0,3 21,43 93,00

Como se pode observar na Tabela 8, o rendimente ped superior a 90%, como foi

referenciado po€hen[20].

Para reduzir os custos do processo, limitou-secalasle adicdo de floculante entre 0,15
mL e 0,90 ml, em amostras de cultura de 300 mL, absorvancia de 1,280, pH inicial de
9,3 e uma temperatura de 32,2 °C, obtendo-se o$ia@ss visiveis na Figura 18. Foi
ainda adicionado 1 mL de floculante a uma amosim as mesmas condi¢des referidas

anteriormente, meramente por motivos de comparacao.

Devido a um incidente com o arejamento na cultwea gstavamos a trabalhar, foi
necessario utilizar uma cultura de reserva quevastan matraz de 5 L, dai a elevada

absorvancia registada, comparativamente com aabsna da cultura anterior.
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Figura 18 Resultados ap6s adicdo de Pax XL-10 nas quantidadeslicadas na foto, com

agitacao rapida a 70 rpm (3 min) + agitacdo lenta a5 rpm (15 min) e 60 min de repouso.

No final do processo, na amostra onde se adiciOnthie 0,9 mL de Pax XL-10, obteve-
se um sobrenadante aparentemente limpido, com bsoavancia de 0,004 e 0,000 e com
pH de 7,5 e 7,2 a uma temperatura de 27,2 e 27,de8@etivamente. Os restantes ensaios

resultaram em menor remog¢ao das microalgas e n&bzemam o pretendido.

Tabela 9 Rendimento da colheita de microalgas com adicao @75, 0,90 e 1 mL de Pax XL-10.

Adicao de 0,75 mL de Pax XL-10

Altura do :
Tempo (min) concentrado Volume Rencilmento
(cm) (mL) %
0 4,2 300 0,00
30 0,7 50 83,33
60 0,7 50 83,33
Adicdo de 0,90 mL de Pax XL-10
. Altura do Volume | Rendimento
Tempo (min) concentrado o
(cm) (mL) %
0 4,2 300 0,00
30 0,3 21,43 92,86
60 0,3 21,43 92,86
Adicao de 1,0 mL de Pax XL-10
Altura do :
Tempo (min) concentrado Volume Rencilmento
(cm) (mL) %
0 4,2 300 0,00
30 0,3 21,43 92,86
60 0,3 21,43 92,86
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Analisando a Tabela 9 podemos observar que o meghdimento é obtido com a adicao
de 0,9 e 1 mL de floculante, correspondendo a 92,88ra ambos. Como o objetivo é a
rentabilizacdo do processo de extracdo da biomapsay-se como melhor resultado pela
adicdo de 0,9 mL/300 mL cultura, pois com menosullante e portanto com menos

custos, conseguimos resultados satisfatorios.

Apoés a floculacdo das microalgas foi recolhido snbdante que posteriormente foi sujeito
a uma absorcao atomica para identificar e quaatibcaluminio chegando-se aos seguintes

resultados:

+ No sobrenadante da amostra de cultura onde foioadido 1 mL de Pax XL-10 o

aluminio foi quantificado em 0,944 ppm;

* No sobrenadante da amostra de cultura onde fapbadido 0,9 mL de Pax XL-10 o

aluminio foi quantificado em 1,078 ppm.

5.3. Extracao de lipidos

Foram usados dois processos de extracdo de lipidogara quantificagdo e outro para
extracdo de lipidos em grande escala, de acordms@rocedimentos descritos em 4.4.1 e

4.4.2, respetivamente.

5.3.1. Extracdo de lipidos para avaliacdo do conteudo lidico

Usando o método dBligh and Dyer[26], descrito em 4.4.1, obtivemos os resultados

expressos na Tabela 10.

Tabela 10Quantidade de lipidos obtidos com aproximadamente ¢ de biomassa humida.

Tubo Massa humida | Metanol | Cloroférmio g Cloroférmio | Agua | Lipidos
@ (mL) (mL) 2 (mL) (mL) @
1 0,9917 2,36 1,18 f% @ 1,18 1,14  0,0076
2 0,9999 2,37 1,19 g ? 1,19 1,14 0,0078
3 0,9959 2,37 1,18 S 1,18 1,14 0,0064
4 0,9993 2,37 1,19 & 1,19 1,14 0,0056

A produtividade lipidica maxima obtida nos ensagmesentados na Tabela 10 observa-se
no tubo 2, com uma quantidade proxima de 0,007®idols/g biomassa humida. Tendo
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em conta que a biomassa tem um teor de humidadedeen dos 80%, isso significa que
foram obtidos cerca de 0,039 g lipidos / 1 g bisaaeca.

5.3.2. Extracdo de lipidos em grande escala

Usando o método ddalim [28], descrito em 4.4.2, obtivemos 0s resultadgsessos na
Tabela 11.

Tabela 11Quantidade de lipidos obtidos pelo método ddalim

Massa humida] Hexano | Isopropanol Hexano | Agua | Lipidos
(@) (mL) (mL) banho ultasonsl (my) | (m) (%)
174,17 2357,2 15715 (h) 800 800 5,86

A produtividade lipidica obtida ronda 0s 0,033fighdJ biomassa hamidzaSabendo que o teor
de humidade é de cerca de 80%Hdorella Vulgariscultivada, apresenta um teor lipidico
de cerca de 0,168 @dodJ biomassa secaASSIM temos uma produtividade de 6leo de cerca de
0,823 Mm@pidodLcururddia. A Chlorella vulgaris segundo a Tabela 11 um teor lipidico de

16,8% em biomassa seca.

Neste processo, para uma melhor rentabilidadesdea- recuperacdo do hexano com
destilacdo, conseguindo-se recuperar cerca de ®3dd® hexano utilizado. Tendo em

conta que 0 nosso processo de destilacdo ndo snmais eficientes, podemos dizer que
com um processo de destilacdo mais eficiente, potes chegar a perdas de hexano na

ordem dos 5%.

Na extracdo dos lipidos observou-se que a agusepoopanol obtidos apds a extragdo
dos lipidos, apresentavam uma coloracao verdertastaensa (Figura 19), o que indica
uma elevada quantidade de clorofila que poderdeseiperada e utilizada como produto

de valor acrescentado.

39



Figura 19 Agua e isopropanol recuperados apos a extracao difgidos.

5.4. Esterificacdo e Transesterificacdo do 6leo de micatgas

Os resultados obtidos na esterificacdo usando odoélelLepagee Roy, descritos em

4.5.1, encontram-se registados na Tabela 12.

Tabela 12 Quantidade de biodiesel obtida por esterificacdoglo método de Lepage e Roy.

Tubo Oleo (mg) Metanol (mL) Acido (mL) E Biodiesel (mg)
1 7,4 0,75 0,225 \‘C_i? 52
2 7,8 0,78 0,234 § b= 5,7
3 6,4 0,64 0,192 g 6,2
(@]
4 5,6 0,56 0,168 a 5,4

Com os resultados registados na Tabela 12 consegwbiter um rendimento médio em

massa de 6leo de cerca de 82,4%.

Quanto aos resultados obtidos usando o métod@uisesterificacdo convencional, ndo foi
possivel identificar as duas fases entre o glicerolbiodiesel, por isso ndo se conseguiu
extrair o biodiesel. Isto aconteceu devido a elav@thntidade de clorofila queClorella
vulgaris apresenta, tornando a mistura, de glicerol e bsadj muito escura (Figura 20).
Posteriormente, como néo foi possivel separar as thses, ndo foi possivel analisar o

biodiesel produzido para avaliar o seu poder datori
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Figura 20 Aspeto da mistura do biodiesel e glicerol obtidgsor transesterificacdo.

5.5. Analise dos ésteres metilicos de acidos gordos

Para avaliar o potencial dos biocombustiveis obtido partir da biomassa algal é
necessario avaliar o perfil de ésteres metilicos @&wndos gordos (FAME — Fatty Acid
Methyl Esters), que constituem o biodiesel. As pemfades destes ésteres vao ser
responsaveis pela qualidade final do biodieselymrink [13].

Os ésteres foram entdo analisados por cromatoggaasa (GC (Dani, GC 1000 DPC)
com FID e coluna para FAME'S/[FAEE’s AT-WAX), usandm padréo interno de metil-
heptadecanoato com uma concentracdo de 10,118 mdingreparacdo e analise das
amostras foi efetuada segundo o procedimento tes@inorma EN ISO 14103 (:2003)
[42].

Na Figura 21 esta representado o cromatogramaveetatnalise dos ésteres do biodiesel
produzido através do 6leo extraido da microdldpeorella vulgaris cultivada em meio
BBM 3N modificado.
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Figura 21 Cromatograma do biodiesel (ésteres do 6leo)

Na Tabela 13 sédo apresentados os teores dos édméficados.

Tabela 13 Esteres identificados e sua quantificacdo no totdle amostra.

Tempo de retengéo (min) | Area do pico (mV.s Ester %ster
2,28 83,93 Miristato 0,67
3,69 74,02 Palmitato 0,58
4,60 62153,06 Padréo 493,56
6,93 1256,74 Linolato 10
8,28 1120,88 Linolenato 8,90

Dependendo da espécie, as microalgas produzem ertésr tipos de lipidos,
hidrocarbonetos e outros 6leos complexos. Nem todd@deos provenientes de microalgas
sdo satisfatorios para a producéo de biodiesel,dleas adequados ocorrem vulgarmente

[8].

Os ésteres identificados sdo considerados exister@ecomposicdo média do biodiesel,
sendo que o linolato (C18:2) é o mais expressiom &0%. De acordo com 0s requisitos
para a qualidade do biodiesel (EN 14214:2009) B@cessario que este apresente um

teor de linolenato inferior a 12 % (m/m) o que seifica no biodiesel produzido. Os
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ésteres metilicos provenientes dos acidos gordbmitgas (C16:0) sdo considerados
ideais para a producao de biodiesel de alta quidaste constitui um parametro mais
direto e preciso de avaliacdo do potencial da ésmEcmicroalgas como substrato para a

producao de biodiesel.

E importante salientar que esta analise se basswetsdo na identificagdo dos ésteres
encontrados e nao pela sua quantificagdo, umaquez existem pigmentos na mistura,
resultantes da extracéo do 6leo por solvente, dar@ges amostra considerada € muito mais
elevada do que a massa de ésteres existentesagsatafaz com que o valor calculado de
teor de ésteres seja mais reduzido. Por outro fadmostra era demasiado pequena, o que
pode ter levado a que se excluissem picos por s@aafcom ruido do equipamento ou pelo
facto de serem quase impercetiveis. Pode-se amasiderar que como foi necessario
transferir a amostra, apés a reacdo, para um eetgpiadequado, podem ter ocorrido
perdas, quer na transferéncia, quer na filtrac@oguwe o método de transesterificacdo
possa nao ter sido totalmente eficiente, ndo coeveo todos os &cidos gordos em ésteres.
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6. Analise econdmica

Neste capitulo sera apresentado um modelo indudériproducéo de biodiesel através da
Chlorella vulgaris bem como os precos associados ao mesmo, obtssido @ custo final

de producéo do biodiesel.

6.1. Identificacdo, dimensionamento e custos do sisterda cultura

O sistema de cultivo eleito foi do tipo lagoa, jgeqo nivel de producéo industrial, € o

sistema de cultura semelhante aos fotobiorreatmilegsdos no laboratorio.

O sistema implementado sera do tipo lagg@eway e consistira em canais feitos no solo
com aproximadamente 0,3 m de profundidade, 30 hardera e 100 m de comprimento,
revestidos com lona PEBD (polietileno de baixa @ewe) por onde circulara a cultura
microalgal. Para que o meio de cultura se encamtrecontinuo movimento, de forma a
arejar a cultura, os canais terdo um desnivel paderem correr naturalmente, sendo
posteriormente auxiliados por uma bomba que faz qoeea cultura retorne ao ponto mais
alto do canal (Figura 22).
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Figura 22 Sistema de cultivo de microalgas em lagoaaceway[43].

O volume de cultura obtido, por cada cultura eféé i@ de 2.250.000 L, isto considerando
20 dias para atingir a concentracdo maxima tendmmargem de 5 dias para manutencéo
e limpeza. Assim o volume total de cultura a prad@nualmente foi estimado em
32.850.000 L/ano, o que permitird obter cerca @1144 L/ano de 6leo de microalgas,
isto quando utilizamos os valores de producdo obtiem laboratério. Mas utilizando
valores de producéo referenciados na literatur&@mod chegar a 29.795,92 L de 6leo por

ano.

Os equipamentos necessarios para este sistempris@galmente, bombas de circulacao,

compressores; também sera necessaria lona pléstiP&BD. O custo de aquisicdo e de

funcionamento associados aos mesmos encontramisbheia 14.

Tabela 14 Custos associados a aquisigdo e funcionamentos égsiipamentos basicos.
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. ~ Poténcia .| Consumo
Dimensdes Custo (€) (kw) Horas trabalho dia (kWh)
Bomb_a de meio de cultural 10 n¥/h 1.399.71 € 6 12 72
(centrifuga) X3
Centrifuga (Evado) 7 ¥h 15.000,004 7,67 1 7,67
Moinho (bead mill) 1ton/h 19.600,00)€ 10 2 20
Misturadora — 450,00 € 0,75 2 15
Tanque de floculagéo 20° 20 n? 1.500,00 € — — —
Custo Total de consumog
Material (€) 37.949,71 € oor dia 101,17
Consumo Anual
(KWhiano) | 36927.05
Preco da Energia
(kWh) 0,1418
Custo Energético 5.236.26 €
(€/ano)




Para a producdo de uma grande quantidade de b@masscessaria uma extensdo de
terreno consideravel, bem como a lona plastica PER&Bim na Tabela 15 encontram-se

resumidos 0s custos associados a aquisicao dosas.esm

Tabela 15 Custos associados a aquisi¢cao do terreno e da IdPRBD.

Custos com a instalacao

Area do terreno (m?) 10000
Custo do terreno (€/m?) 6,00 €
Custo terreno (€) 60.000,00 €
Area total do filme (m?) 9000
Prego filme (€/m?) 0,17 €
Custo total filme 1.530,00 €
Custos com equipamentos 37.949,71 €
Margem de 5% 4.973,99 €
Custo inicial total por hectare (€) 104.453,70 €

6.2. Custo do meio de cultura

O meio de cultura considerado para o cultivo @alorella vulgaris foi referido
anteriormente (Meio BBN 3N modificado). A Tabela dfiresenta 0s custos associados a

producdo do meio BBN 3N modificado, utilizando rexatgs a precgos industriais.

Como indica a Tabela 16, produzir £ de cultura com meio BBN 3N modificado tem um

custo de cerca de 2,45 € o que perfaz um custd deurca de 80 435,43 € anuais.

Num segundo cenario optou-se por utilizar 95% doomde cultura proveniente de um
efluente para uma melhor otimizacdo do processae, v8m que o custo associado ainda é
extremamente elevado, mesmo utilizando os precesadgentes industriais. Desta forma

0 custo anual associado a preparacdo do meio tgacubi ser de 4 021,77 €.
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Tabela 16Custos associados a preparacao do meio de cultura.

Reagentes Preco tabela Qu:’;mtlda(jjee l:;lljl:tzl?r(;a por litro Preco por(hé/rs)de cultura
K,HPO, €/kg 3,90 kg 1,50E-04 5,85E-04
KH ,PO, €/kg 0,22 kg 3,50E-04 7,70E-05
MgSO,.7H,0 €/kg 0,07 kg 7,50E-06 4,88E-06
NaNO; €/kg 0,33 kg 2,25E-03 7,425E-04
CaCl,.2H,0 €/kg 0,47 kg 2,50E-05 1,18E-05
NaCl €/kg 0,15 kg 2,50E-05 3,75E-06
Na,-EDTA.2H,0 | €/kg 2,03 kg 2,50E-05 5,08E-05
KOH €/kg 0,72 kg 1,55E-05 1,12E-05
FeSQ,.7H20 €/kg 0,28 kg 9,96E-06 2,79E-06
Acido Sulfurico | €/L 0,35 L 2,00E-06 7,08E-07
H3BO3 €/kg 0,65 kg 1,14E-05 7,43E-06
ZnS0,.7H,0 €/kg 0,43 kg 1,41E-07 6,13E-08
MnClI,.4H20 | €/kg 1,56 kg 2,32E-08 3,62E-08
CuS0,.5H,0 €/kg 2,17 kg 2,52E-08 5,47E-08
Co(NO;)2.6H,0 | €/kg 0,43 kg 8,00E-09 3,47E-09
Na,M00,4.2H,0 | €/kg 36,21 kg 1,92E-08 6,95E-07
Agua 2° escaldo| €/L | 9,50E-04 L 1 9,50E-04
COy* — — — — —
*O CO, é (etirado da atmosfera ndo tendo | Custo Total Reagentes 0,00245 €/L
gualquer tipo de custo (€/L)
Litros de cultura/ano 32850000
Custo Total
reagentes/ano (€/ano) SHBAES

6.3. Custo associados a recuperacédo da biomassa

Este processo foi efetuado usando uma centrifugad(d, cujos custos associados estao
representados na Tabela 14. Assim na Tabela 10 esfitesentados os custos da
floculacdo da biomassa que nos vai permitir rehtalpio processo de extracdo em mais de

cerca de 90%.

Tabela 17 Custos associados a floculagao.

L floculante./ L cultura 01003
Custo floculante/ L 0,33
Quantidade utilizada por ano 98550
Custos anuais 32521,5

Analisando a Tabela 17 podemos observar que o astociado ao Pax XL-10 é

extremamente elevado.

Embora o Pax XL-10 consiga induzir eficientementeflaculacdo das microalgas

reduzindo o volume de cultura a centrifugar em 3430 seu custo € extremamente
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elevado. Comparando 0s custos energéticos asseaadentrifugacdo com os precos da
floculagédo, podemos afirmar que nédo € vantajosizartio Pax XL-10 para floculacdo da

microalga, como alternativa a centrifugacéo.

6.4.

A extracao lipidica foi efetuada pelo método Hialim ja descrito em 4.4.2. Os custos

Custos associados a extracao dos lipidos

inerentes a este processo estao representadobela 18.

Tabela 18 Custo associados a extracao de lipidos.

Preco tabela (€/L) Quantidade utilizada por litro de Preco por litro de
cultura cultura
Hexano 0,725 L/Leyitura 7,98E-03 5,79E-03
Isopropanol 7,24E-03 L/L cuttura 5,32E-03 3,85E-05
Total 0,006 €
Custo 12 colheita 13104,04 €
Custo anual 9 565,95 €

*
Consideraram-se perdas de 5% em cada extracaolvestes sao recuperados e reutilizados

Na fase inicial do processo € necessario um granastimento, mas como é possivel
recuperar quase na totalidade o Hexano e o Isopogpendo perdas de apenas 5%, 0s
custos reduzem significativamente. Este procesmaxéiado por um moinhobgad mil),

cujos custos associados estao representados nia Tdbe

6.5. Custos do processo de transesterificacao

A transesterificacdo foi efetuada segundo o pracetsscrito em 4.5.2. Os custos

associados a este processo estao descritos na T&bel

Tabela 19Custos associados ao processo de transesterificacéo

A transesterificacdo é um processo bastante bard® alguma forma bastante eficiente,

uma vez que praticamente todo o Oleo sujeito aséxsmrificacdo é convertido em

biodiesel.

Preco tabela Quantidade utilizada por litro de Preco por litro de
cultura cultura (€)
NaOH €lg 3,20E-04 0/Leutura 6,73E-05 2,15E-08
Metanol | €/L 0,507 L/Leurtura 1,70E-06 8,62E-07
Total 8,83E-07
Custo anual (€) 29,02 €
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6.6. Custo do biodiesel

Combinando todos os custos obtidos anteriormeritegati-se ao preco do biodiesel
conforme resumido na Tabela 20.

Tabela 20 Custo do biodiesel.

Custo de producao do biodiesel
Custo inicial 104.453,70 €
Amortizagao 6.963,58 €
Custo inicial do hex. e isop.(amortizadq) 873,60 €
Custo energético (€/ano) 5.236,26 €
Custos dos reagentes/ano 4.021,77 €
Custo Floculagéo/ano 32.521,50 €
Custo Ext. lipidos/ano 9.565,95 €
Transesterificagdo/ano 29,02 €
Custos totais anuais 59.211,68 €
Custo /L de cultura 0,001802486
| Custo biodiesel €/L | 47,32 € ‘

Com base nos resultados de producao obtidos ematabio, pode-se observar (Tabela 20)
que o preco de producao do biodiesel € extremanedatado, pelo que se optou por fazer
uma outra abordagem, com os valores referenciagdiseratura (Tabela 2). Desta forma

obtivemos os custos referidos na Tabela 21.

Tabela 21 Custo do biodiesel com valores de produgéo refereiados na literatura.

Custo de producéo do biodiesel
Custo inicial 104.453,70 €
Amortizacao 6.963,58 €
Custo inicial do hex. e isop.(amortizado) 17.47Z05
Custo energético (€/ano) 5.236,26 €
Custos dos reagentes/ano 4.021,77 €
Custo Floculacdo/ano 32.521,50(€
Custo Ext. lipidos/ano 191.318,95 €
Transesterificacdo/ano 3.449,68 £
Custos totais anuais 260.983,79 €
Custo /L de cultura 0,007944712
Custo biodisesel €/L 8,76 €
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Segundo os valores de producao referenciados, @ fer litro de biodiesel baixa
consideravelmente em relagcdo ao preco da Tabeliicafdo o biodiesel nos 8,76 €/L, o

gue mesmo assim é um preco extremamente elevado.

Tendo em conta o que foi descrito em 6.3, se néasiderarmos a floculacdo teremos que
utilizar duas centrifugas a trabalharem em médiaofas por dia, para centrifugar os
32.850.000 L de cultura. Assim, os custos de agfiosde equipamento aumenta para
52.949,71 €, bem como 0 consumo energético quephed.602,99 € contribuindo assim
para uma aumento de custos anuais de 5.366,73<£pMaoutro lado, ha uma poupanca

de 27.154,77 € relativa a floculagdo com o Pax BL-1

Com estes valores 0 preco do biodiesel segundoesmdtados em laboratorio e os
resultados referenciados em literatura passam2a6é €/L e 7,85 €/L.
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/. Conclusoes

Esta dissertacdo tinha como principais objetivaanalise da viabilidade econdmica da
utilizacdo daChlorella vulgariscomo matéria-prima para a producdo de biodiessdind
para além de otimizar as condigfes de cultivo &eital da microalga, foi necessario
proceder-se a extracado de 6leo da biomassa miatpplgra a producdo do biodiesel e a
caracterizacao do oOleo e biodiesel produzidos, dmmo a analise econémica da producao
a nivel industrial, com base nos resultados expmariais obtidos. Em termos gerais 0s
objetivos foram cumpridos, com exce¢do da avaliad@goder calorifico do biodiesel

produzido.

A primeira etapa do processo passava pelo cul@a@hdorella vulgarisem ambiente ndo
controlado, de forma a criar um cenario de lagoa) wista a estudar o crescimento da
microalga. Os resultados obtidos ndo foram os adpsr sendo o crescimento observado
inferior a 75% relativamente ao valor minimo refieiado na bibliografia. Uma vez que os
trabalhos decorreram durante a estacdo do veramnggeraturas altas que se fizeram
sentir afetaram o crescimento das microalgas. Bwo ¢ado, o fotobiorreator encontrava-
se no interior do laboratério, o que faz com qukiasolar ndo chegasse com mais

eficiéncia as culturas, dificultando o seu cicladésenvolvimento.
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A otimizagédo na etapa de recolha das microalgasdiaseguida utilizando um floculante
Pax XL-10, alcangando-se um rendimento superiod% 8om a adicdo de 3 mL de Pax
XL-10, por cada litro de cultura. No entanto a adigleste floculante deixa residuos de
aluminio no sobrenadante, em concentracdes da atderh,079 ppm, o0 que pode obrigar
a um tratamento da agua residual para Ihe retitarauminio, antes de o descarregar no

dominio hidrico.

A floculacéo foi tentada também com o aumento dpgikhvés da adicdo de NaOH, mas
para que conseguissemos alcancar resultados miem@rsatisfatorios seria necessario
elevar o pH até cerca de 13, o que se torna extnemta dificil e caro a nivel industrial,

uma vez que, posteriormente seria necessario amesitto do sobrenadante antes de o

enviar para o meio recetor, fazendo-nos, destaapatmandonar esta opcao.

A Chlorella vulgarisapresentou um teor lipidico de cerca de 16,6% mmdssa seca,
dentro da gama de valores referidos na literatNie.extracdo lipidica procedeu-se a
destilacdo do hexano de forma a recupera-lo, obtsaduma recuperacao de 93,12% do

hexano utilizado.

Na obtencédo do biodiesel em grande escala ndanseguiu observar a ocorréncia de duas
fases devido a grande quantidade de pigmentos starmi 0 que por um lado pode ser
visto como um fator positivo se, futuramente, cgagenos otimizar o processo de forma

a extrair os pigmentos e utiliza-los como prodwwadlor acrescentado.

A obtencdo de biodiesel, por esterificacdo, foispad, conseguindo-se um rendimento

médio em massa de 6leo de cerca de 82,4%.

Submetendo o biodiesel produzido a uma andlisecrmonatografia gasosa, foi possivel
concluir que este apresentava apenas 49,5% desst@rsua composi¢ao. Foi possivel
identificar e quantificar alguns ésteres, nomeaddee miristato (0,67%), o palmitato
(0,58%), o linolato (10%) e o linolenato (8,9%).nfle em conta que a analise se baseou
sobretudo na identificacdo dos ésteres encontred® pela sua quantificagdo, uma vez,
que existem pigmentos na mistura, resultantes tlagéo do déleo por solvente, a massa de
amostra considerada € muito mais elevada do guessantle ésteres existentes nesta, o que
faz com que o valor calculado de teor de ésterpsrsais reduzido, por outro lado a
amostra era demasiado pequena, 0 que pode temlevagie se excluissem picos por
confusdo com ruido do equipamento ou pelo facteedem quase impercetiveis.
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Na andlise econdémica de producdo de biodieselrta pa Chlorella vulgaris pode-se
concluir, de forma geral, que atualmente ndo éeli@ producdo de biodiesel pelos

meétodos apresentados.

O objetivo da utilizacéo do floculante Pax XL-1@ er reducéo de custos na producao do
biodiesel, mas na andlise econdmica, este revel@xtsemamente dispendioso agravando

ainda mais o custo do biodiesel, representanda ckr$4,92 % do custo deste.

Quando a nao utilizacdo da floculacédo, cerca de€o3dos custos estdo associados a
extracdo dos lipidos, sendo que 28,48 % se deeguiaicdo de equipamentos e terreno e
21,07 % a colheita das microalgas. Mas quando mimds o0 processo com valores de
extragdo mais elevados, os custos de aquisicAoguipaenentos baixam para 3,43%,

concentrando-se 81,80 % do custo na extracao pidedi

Para que este processo se torne mais apetecigebllazs dos investidores, € necessario
complementa-lo com outros processos, nomeadamemte oc tratamento de efluentes

como fonte de nutrientes, a extragcdo de pigmerdosgroduto de valor acrescentado,
producdo de biogas, através da decomposicdo amaafabbiomassa, ou até mesmo a

compostagem da biomassa para producéo de fertdizan
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8. Avaliacao do trabalho
realizado

8.1. Objetivos realizados
Com este trabalho foi possivel elaborar as cureasescimento d&@hlorella vulgarisem

meio BBN 3N modificado, sob um cenario semelhanima lagoa.

Foi possivel extrair biomassa e 0leo que postesatenfoi esterificado e transesterificado
para produzir biodiesel. Com a esterificacdo camsese identificar e quantificar ésteres,
sendo que com a transesterificacdo, devido a eegadntidade de pigmentos, nao foi
possivel identificar as fases entre o biodiesebkoerol, ndo conseguindo assim examinar

o teor de ésteres.

Por fim, como nao foi possivel separar o biodiegelglicerol, também néo foi possivel

avaliar o seu poder calorifico.

8.2. Limitacdes e Trabalhos futuros

No decorrer do trabalho foram surgindo algumastégdes:

» Temperatura interior no laboratério demasiado elay@m particular nos ultimos
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meses do decurso deste trabalho, na Primavera &)yesendo esta pouco
adequada ao crescimento destas espécies de maspalg

« Intensidade da luz solar limitada, reduz a taxardsecimento e, por conseguinte, a

produtividade de biomassa;

* A impossibilidade logistica e temporal para analmatros tipos de floculantes e

para replicar todas as culturas para validacaoetndtados.

Como trabalhos futuros propde-se:

A otimizacdo das condicbes de cultivo tendo em cdienos parametros ja

estudados ou outros, tais como a temperatura;

e O cultivo, em maior escala, das microalgas sujamdiferentes condi¢cdes de
crescimento, a fim de se avaliar a sua influéneipmodutividade e qualidade do

Oleo obtido;

Avaliar o comportamento de novos floculantes easuagregados;

 Estudos de otimizacdo do processo e de viabilidad®nomica com

processamentos complementares, tais como:
» Producéo de produtos de valor acrescentado (pigisient
* Producéo de biogas por decomposicao da biomassa,;
* Producéo de corretivo organico por compostagem;

» Producéo de racao animal.
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Anexo A.Calibracéo - Curvas de crescimento da
Chlorella vulgaris

Visando a aplicacdo do método de densidade Otara,  quantificacdo da concentracdo
de biomassa algal, na avaliacdo do crescimentocdlisras em estudo foi necessario
estabelecer uma relacéo entre a densidade oticad@zoncentracdo em biomassa seca.
Para tal, foi tracada uma curva de calibracdo desidade Oética vs concentracdo de
biomassa seca pargChlorella vulgaris(Figura 23) a partir de diferentes solugdes padrao
(Figura 24), preparadas com biomassa liofilizad#)ida de uma cultura em meio padréo.
As leituras realizaram-se num espectrofotometro WR/{ShimadzuUV-160 A) a um
comprimento de onda de 683,5 nm, correspondent@i@® maximo de absorvancia

determinado para a cultura méae (Figura 25).

Os valores de densidade Otica obtidos para asdtes solucdes-padrao estédo registados
na Tabela 22. A curva de calibracdo resultante jdstea destes valores encontra-se
representada na Figura 23, podendo a concentragddochassa microalgal (em g/L de
biomassa seca) ser estimada a partir da leiturabdarvancia da cultura a 683,5 nm,
usando a reta de calibracdo: §263= 2,696 Giomassa sect 0,0337.

Tabela 22Valores de densidade 6tica obtidos para as diferezg concentragdes.

Chiomassa sec (9/L) DOes3;:
1 5,740 2,480
2 2,296 2,489
3 0,9184 2,460
4 0,3674 1,131
5 0,1469 0,4800
6 0,05878 0,1920
7 0,02351 0,07800
8 0,009404 0,03200
9 0,003762 0,01400
10 0,001505 0,00700
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Os valores do padrdao 1 e 2 ndo foram usados, posguebserva a saturacdo na
absorvancia medida no espectrofotometro UV-Vis, ésta resposta deixa de ser linear.

3
. y = 2,696x + 0,0337
' R?=0,9963 ."®
02
3
o
() 1[5 e
°.
1
0[5 ..._,.....
o
0o o®
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Cbiomassa (mg/ml)

Figura 23 Curva de calibracao de densidade ética vs concenggao de biomassa seca para a

Chlorella vulgaris

Figura 24 SolucBes-padréo preparadas a partir da biomassa dehlorella vulgaris
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Anexo B.Crescimento das culturas @alorella
vulgaris

Na fase inicial, as microalgas foram cultivadaskEnenmyers de 1 L e posteriormente de
5 L. A monitorizagéo de crescimento nesta fasefietuada por controlo visual, através da

coloracdo apresentada pela cultura (Figura 6).

O cultivo de microalgas em fotobiorreatores de 30foL efetuado em regime né&o
controlado de luz, de temperatura e de contamiisaéeculturas foram sujeitas apenas a

iluminacgdo natural e as variagdes diarias e sazalagiuz e de temperatura.

O controlo de crescimento nesta fase foi efetuaelo pnétodo da densidade otica,
monitorizando a absorvancia das culturas a pagtiamdostras de 3 mL da suspenséao de
microalgas, tomando como referéncia o meio de @yltoum espectrofotometro UV/Vis
(Shimadzu UV-160 A) (Figura 7).

A avaliagéo do crescimento da cultura de 30 L etmaese registada na Tabela 23.

Tabela 23Avaliag&o do crescimento da cultura d€hlorella vulgaris em fotobiorreator d&0 L.

Dia Data Leitura | 12 Célula| 22 Célula| 32 Céluld Média | C biomassaseca
(mg/mL)

=

0,099 0,099 0,099

Sex.| O 10/05/2013 2 0,099 0,099 0,100 0,099 0,0243
3 0,099 0,099 0,100
1 0,115 0,115 0,117

Seg.| 3 13/05/2013 2 0,115 0,115 0,117 0,116 0,0304
3 0,115 0,115 0,117
1 0,128 0,127 0,127

Ter.| 4 14/05/2013 2 0,127 0,128 0,127 0,127 0,0347
3 0,127 0,128 0,127
1 0,143 0,143 0,146

Qua.| 5 15/05/2013 2 0,144 0,143 0,146 0,144 0,0410
3 0,144 0,143 0,145
1 0,16 0,163 0,163

Qui.| 6 16/05/2013 2 0,159 0,164 0,163 0,162 0,0476
3

0,160 0,163 0,163
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Sex.

Seg

Ter

Qua

Qui

Sex

Seg

Ter

Qua

Sex

Seg

Ter

Qua

Dia Data Leitura | 12 Célula| 22 Célula| 32 Célulg Média C(ﬁ:’é“;‘rsgiiew
1 0,171 0,178 0,173
7 17/05/2013 2 0,171 0,178 0,175 0,175 0,0523
3 0,171 0,178 0,178
1 0,199 0,200 0,199
10 | 20/05/2013 2 0,199 0,200 0,199 0,199 0,0615
3 0,199 0,200 0,200
1 0,217 0,214 0,216
11 21/05/2013 2 0,217 0,214 0,216 0,216 0,0675
3 0,218 0,214 0,215
1 0,235 0,236 0,234
12 | 22/05/2013 2 0,232 0,236 0,237 0,235 0,0748
3 0,236 0,235 0,237
1 0,252 0,249 0,251
13 23/05/2013 2 0,253 0,25 0,251 0,251 0,0806
3 0,252 0,25 0,250
1 0,267 0,268 0,265
14 | 24/05/2013 2 0,267 0,269 0,264 0,266 0,0862
3 0,265 0,267 0,264
1 0,298 0,302 0,303
17 27/05/2013 2 0,297 0,301 0,303 0,301 0,0990
3 0,297 0,30 0,304
1 0,331 0,329 0,337
18 | 28/05/2013 2 0,330 0,329 0,333 0,331 0,1104
3 0,332 0,329 0,332
1 0,330 0,333 0,332
19 29/05/2013 2 0,331 0,331 0,330 0,331 0,1102
3 0,330 0,330 0,330
1 0,334 0,330 0,332
21 | 31/05/2013 2 0,335 0,330 0,332 0,332 0,1107
3 0,335 0,330 0,332
1 0,385 0,386 0,387
24 03/06/2013 2 0,384 0,387 0,387 0,386 0,1306
3 0,384 0,385 0,387
1 0,396 0,396 0,393
25 | 04/06/2013 2 0,396 0,395 0,395 0,395 0,1341
3 0,395 0,397 0,395
1 0,396 0,404 0,402
26 05/06/2013 2 0,397 0,404 0,403 0,401 0,1363
3 0,399 0,402 0,404
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Qui

Sex

Seg

Qui

Seg

Qua

Qui

Sex

Dia Data Leitura | 12 Célula| 22 Célula| 32 Célulg Média C(ﬁ:’é“;‘rsgiiew
1 0,414 0,412 0,413
27 06/06/2013 2 0,415 0,415 0,414 0,414 0,1411
3 0,413 0,417 0,414
1 0,428 0,431 0,430
28 | 07/06/2013 2 0,428 0,430 0,432 0,430 0,1471
3 0,429 0,432 0,432
1 0,467 0,450 0,468
31 10/06/2013 2 0,467 0,450 0,468 0,462 0,1587
3 0,466 0,451 0,467
1 0,491 0,500 0,484
34 | 13/06/2013 2 0,491 0,498 0,483 0,489 0,1690
3 0,484 0,491 0,483
1 0,502 0,505 0,507
38 17/06/2013 2 0,502 0,507 0,507 0,505 0,1749
3 0,507 0,507 0,503
1 0,521 0,533 0,541
40 | 19/06/2013 2 0,522 0,531 0,543 0,532 0,1847
3 0,522 0,531 0,541
1 0,576 0,585 0,575
41 20/06/2013 2 0,572 0,586 0,576 0,578 0,2019
3 0,574 0,576 0,581
1 0,581 0,583 0,601
42 | 21/06/2013 2 0,586 0,582 0,599 0,588 0,2055
3 0,577 0,582 0,599
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Anexo C.Aumento do pH como meio de inducao da
floculacao.

Para o aumento do pH da cultura, com o intuito d&qear a floculacdo das microalgas
Chlorella vulgaris utilizou-se o reagente NaOH, que foi adicionadanaa cultura, cujo
pH inicial era de 6,7 com uma absorvancia de 0,ARfentou-se o pH para valores de 8
a 13, efetuando-se as respetivas leituras oticabsiervancia do sobrenadante, de 15 em

15 min, até um maximo de 90 min.

A Tabela 24 mostra os resultados obtidos com aadle NaOH.

Tabela 24Absorvancia do sobrenadante obtido com o aumento daH.

pH
Tempo 8 9 10 11 12 13

0

15 0,114 0,115 0,117 0,117 0,120 0,035 >
30 0,111 0,107 0,115 0,115 0,115 0,112 g
45 0,111 0,110 0,110 0,112 0,108 0,013 g)
60 0,113 0,110 0,110 0,100 0,101 0,007 3
75 0,109 0,110 0,115 0,106 0,079 0,007 *
90 0,108 0,105 0,115 0,105 0,051 0,007

De acordo com as observacoes registadas na Tahefarizcessario atingir-se um pH de
12 e um tempo de contacto de pelo menos 90 minqueaa concentracdo de microalgas
baixe significativamente. Ora isso significa queveté ser utilizada uma quantidade
elevada de NaOH, o que corresponde ndao s a um elestado com reagentes, como
também a necessidade de neutralizar posteriorroemieio de cultura residual, antes de o

descarregar no meio recetor.
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Anexo D.Analise dos ésteres metilicos de acidos
gordos.

Para a andlise dos ésteres metilicos de acidosgoedlizaram-se seis ensaios nos quais
dois deles saturaram (2° e 3° ensaio) e nao foomalmlizados. Através desses resultados
foi calculada a média que nos levou ao valor d&%9de ésteres. Assim nas tabelas
seguintes e figuras estdo representados os resiltdds analises cromatograficas

realizadas para obtencdo da média final do teéstizes.

Tabela 25 Resultados da cromatografia 1° ensaio.

Tempo (min) | Area (mV.s) %
2,11 204,73 1,59
2,28 80,90 0,63
2,51 254,29 1,97
2,87 419,77 3,26
3,46 1262,26 9,79
3,69 142,40 1,10
3,92 53,70 0,42
4,05 190,60 1,48
4,60 63623,23 493,56
4,79 1378,93 10,70
6,12 1040,31 8,07
6,93 1494,58 11,59
7,70 362,39 2,81
8,28 1367,46 10,61
8,95 129,63 1,01

Somatorio 72005,16
% Esteres 65,0
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Figura 26 Cromatografia ao biodiesel do 1° ensaio (Figura 21

Tabela 26 Resultados da cromatografia: 4° ensaio.

Tempo (min) | Area (mV.s) %
2,01 74,95 0,54
2,12 242,71 1,75
2,29 97,59 0,70
2,53 151,45 1,09
3,12 25,64 0,18
3,48 1425,80 10,27
3,94 60,11 0,43
4,07 209,97 1,51
4,59 68491,62 493,56
4,79 813,28 5,86
5,15 230,36 1,66
5,83 102,44 0,74
6,14 890,92 6,42
6,95 1345,15 9,69
7,55 41,29 0,30
7,73 376,29 2,71
8,31 1118,77 8,06

Somatoério 75698,35
% Esteres 51,93
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Figura 27 Cromatografia ao biodiesel: 4° ensaio.

Tabela 27 Resultados da cromatografia: 5° ensaio.

Tempo (min) | Area (mV.s) %
2,00 76,86 0,65
2,11 219,84 1,85
2,29 85,23 0,72
2,53 102,45 0,86
3,47 1037,83 8,72
3,93 37,80 0,32
4,07 166,94 1,40
4,57 58751,52 493,56
4,79 679,42 571
5,15 194,11 1,63
5,82 61,72 0,52
6,13 710,43 5,97
6,95 1126,96 9,47
7,72 290,24 2,44
8,31 1062,29 8,92

Somatério 64603,63
% Esteres 49,16
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Figura 28 Cromatografia do biodiesel do 5° ensaio.

Tabela 28 Resultados da cromatografia do 6° ensaio.

Tempo (min) | Area (mV.s) %
2,00 72,08 0,62
2,11 211,54 1,81
2,29 72,00 0,62
2,53 120,87 1,03
3,47 1049,39 8,97
3,65 156,54 1,34
3,93 55,78 0,48
4,07 182,74 1,56
4,56 57745,89 493,56
4,78 690,45 5,90
5,14 168,15 1,44
5,81 74,00 0,63
6,13 701,92 6,00
6,94 1060,26 9,06
7,71 284,05 2,43
8,30 935,02 7,99

Somatoério 63580,68
% Esteres 49,87
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Tabela 29 Teor (%) de ésteres para cada ensaio e respetivagdias finais.

Time

15

20

Figura 29 Cromatografia do biodiesel: 6° ensaio.

25
[min.]

% esteres| % ésteres ési/(oares ési/(oares % ésteres % esteres Média
Ester 1°ensaio| 2°ensaid 3°ensdial® ensaio 5° ensaio 6° ensaio
C 14.0 0,63 0,70 0,72 0,62 0,67
C 16:0 1,10 0,43 0,32 0,48 0,58
C17.0 493,56 493,56 493,56 493,56 493,561
C18:2 11,59 9,69 9,47 9,06 9,95
C 18:3 10,61 8,06 8,92 7,99 8,90
Tabela 30 Area dos picos para cada ensaio e respetiva médfisais.
Area Area Area Area Area Area o

Ester 1°ensaio| 2°ensaid 3°ensdal® ensaio 5° ensaio 6° ensaio Média

C 14:0 80,90 97,59 85,23 72,00 83,93
C 16:0 142,40 60,11 37,80 55,78 74,02
C17.0 63623,23 68491,62 58751,52 57745,89 | 62153,06
C18:2 1494,58 1345,15 1126,96 1060,26 1256,74
C 18:3 1367,46 1118,77 1062,29 935,02 1120,88
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