Resumo

O trabalho apresentado representa um estudo da capacidade de utilizagdo de microalgas
para a remogdo de dioxido de carbono efluente de unidades industriais. Nesta pesquisa
foram utilizadas estirpes de microalgas Chlorella sp e Chlorella minutissima. A escolha
das microalgas teve em conta, ndo sO a sua elevada resisténcia a condi¢fes adversas de
temperatura, pH e concentracdo de CO,, mas também o seu elevado teor em 6leo, préximo
dos 40% para a Chlorella sp e 57% para a Chlorella minutissima, que permitird a
reutilizacdo da massa de microalgas produzida, quer para queima direta na unidade
industrial quer para extracdo do Oleo e producdo de biodiesel. As microalgas foram
cultivadas em fotobiorreator de coluna de bolhas, em meio sintético My, a temperatura
constante de 30°C, com alimentacdo de CO, puro com um caudal médio de 2,8 L/hora. A
agitacdo foi promovida com injecdo de ar de 5 em 5 horas durante 15 minutos. Nas
condicdes utilizadas verificou-se que a Chlorella sp apresenta melhores resultados do que a
Chlorella minutissima, conseguindo-se um tempo de cultura de 11 e 23 dias
respetivamente. Observou-se para a Chlorella sp uma velocidade méaxima especifica de
crescimento de 0,15 dia™ a que corresponde um tempo de duplicacdo de 4,6 dia. A
concentracdo maxima atingida foi de 343 mg/L e a produtividade maxima de 0,031
g/(L.dia). A remocdo de carbono foi de 0,89 para 1,4L de meio, 0 que corresponde a
remogdo de 570Kg de CO, com producdo de 310 kg de biomassa algal por cada 1000 m*
de meio em 11 dias de cultivo. Se considerarmos 25 ciclos anuais, obtém-se 7750 kg de
biomassa produzida, dos quais cerca de 3000 kg sdo 6leo e fixando 14250 kg de CO,. Os

valores para a Chlorella minutissima foram mais baixos.
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Abstract

The following work presents a study of the capability of microalgae for the bio-mitigation
of carbon dioxide effluent from industrial plants. In this research microalgae Chlorella sp.
and Chlorella minutissima have been used. The choice of these microalgae was based on
their high resistance to adverse conditions of temperature, pH e CO, concentrations, as
well as their high oil content, near 40% to Chlorella sp. and 57% to Chlorella minutissima,
which should allow the reutilization of the produced algae biomass to burn in the industrial
plant, or for oil extraction and therefore to produce biodiesel. The growth of the microalgae
was carried out in a bubble photo-bioreactor, with synthetic medium My, at constant
temperature of 30°C, with the addition of pure carbon dioxide at a flow rate of 2,8 L/h. An
injection of air every 5 hours for 15 minutes promoted the agitation of the growth medium.
In these conditions, Chlorella sp. growth was more effective than Chlorella minutissima,
with a growth time of 11 days in comparison with 23 days for minutissima. The authors
observed for Chlorella sp. a maximum specific rate of 0,15 day™, which corresponds a
duplication time of 4,6 days. The maximum concentration was 343 mg/L and maximum
productivity 0,031 g/(L.day). The carbon reduction was 0,8g for 1,4L of medium, which
corresponds to a reduction of 570Kg of CO,, with the production of 310 Kg of algae
biomass in a basis of 1000 m® of medium, at 11 days of culture. If we consider 25 annual
cycles, we may achieve 7750 kg of algae biomass, with 3000 kg of oil and a bio-mitigation

of 14250 kg of CO,. The results for chlorella minutissima were worse.

Keywords: photo-bioreactor; CO, bio-mitigation; microalgae; oil.
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Capitulo 1 — Introducéo e objetivos do trabalho

1.1 - Introducéo

A sociedade em que vivemos € energivora [1]. A raca humana esta excessivamente
dependente da producdo energética através dos combustiveis fosseis: petroleo, carvao e gas
natural. Estes, para além de serem fontes de energia ndo renovaveis, libertam para a
atmosfera, apos a sua utilizagdo, os chamados gases com efeito estufa (GEE’s), sendo o
diéxido de carbono responsavel por mais de metade deste efeito [2]. A concentracdo de
CO, atmosférico aumentou de 260 ppm para 368 ppm nos ultimos 100 anos [3].
Destacam-se ainda como GEE’s, os CFC’s, o metano, o ozono, 0Xidos nitrosos e
organicos halogenados.

O efeito estufa, que teve um papel preponderante e fundamental para o estabelecimento de
vida na Terra, vem h& uns anos para cd, e devido a a¢cdes antropogénicas, a ter o efeito
inverso [4], causando a fusdo de calotas polares, o aumento médio do nivel das aguas do
mar, a extincdo acelerada das espécies, a abundancia e a localizacdo geografica da
precipitacdo, entre outras [5].

A elevacdo meédia de 0,6°C na temperatura atmosférica, associada a elevacdo do volume
dos oceanos em 10 cm no Gltimo século, € devida, principalmente, as elevadas emissdes de
CO, para a atmosfera o que tem motivado o interesse em pesquisas que permitam a
minimizacdo destes efeitos. Neste sentido, a reducédo das emissdes de CO, ira representar
nos préximos anos uma relevante contribuicdo para o desenvolvimento sustentavel das
atividades humanas [6].

Cerca de um terco do CO, atmosférico é absorvido pelos oceanos, que causara a acidez
gradual da &gua, e a degradacao acelerada dos corais, da abundancia e diversidade da vida

marinha com as consequentes alterac6es no ambiente terrestre [7].

Em 1997, as NagOes Unidas promoveram uma conferéncia em Quioto, onde foi discutida a
probleméatica do efeito de estufa e do aquecimento global. Cento e setenta nagdes
assinaram na altura o Protocolo de Quioto, no qual se comprometiam a reduzir em 5,2%
relativamente a 1990 as emissfes de dioxido de carbono, no periodo compreendido entre
2008 e 2012. A figura seguinte mostra a evolucdo destas emissfes nas ultimas duas

décadas do século XX. Em 1980 os principais emissores eram 0s Estados Unidos, a
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Europa, a URSS e o0 Japdo. Em 2000 a enorme explosdo industrial-comercial dos paises

asiaticos aumentou largamente as suas emissdes, paises como a China e a India sdo

atualmente os principais emissores.

a) b)
Figura 1 — Emissdes de CO, em 1980(a) e 2000(b) [8].

Dagoumas et al. [9], referem que o acordo estabelece trés mecanismos para que 0s paises
alcancem seus compromissos de reducdo nas emissdes:

O primeiro referente ao comércio internacional de emissdes, que permite a permuta de
emissdes entre os paises, onde um pais com emissGes abaixo do seu compromisso pode
vender a parte restante;

O segundo, referente a implementacao conjunta de projetos, que permite que alguns paises
possam receber créditos de emissdes ao investirem em projetos localizados em outros
paises que também tenha compromissos de emissdes;

O terceiro, o chamado mecanismo de desenvolvimento limpo, que permite que algumas
nacdes recebam créditos por reducdo de emissBes ao investir em projetos localizados em
paises em desenvolvimento sob condicGes especificas;

Os paises que assinaram o protocolo tém procurado cumpri-lo, criando politicas para
cumprir as exigéncias estabelecidas pelo acordo. Para atingir os compromissos adquiridos
0s paises tém desenvolvido politicas de mudancas climaticas e criado métodos para a
medida da eficiéncia. Os objetivos mais comuns dessas politicas sdo o uso eficiente da
energia, a diversificagdo das fontes energéticas, a diminuigdo das emissdes, 0 aumento da

eficiéncia dos processos industriais e agricolas, a utilizagcdo consciente de veiculos, a
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

protecdo das florestas, a conservacgdo da biodiversidade, a reducédo do lixo, a reciclagem e o

uso racional da energia doméstica.

1.2 - Objetivos e apresentacado do trabalho desenvolvido

Este trabalho surge como conclusdo do mestrado em Tecnologia Quimica. Assim como
Trabalho Final de Mestrado foi realizado um Estagio no Instituto Politécnico de Tomar, no

periodo compreendido entre janeiro e setembro de dois mil e doze.

Os objetivos deste trabalho foram tracados tendo como principal motivacdo um projeto
canadiano denominado CARS (Carbon Algae Recycling System). Este projeto consiste na
implementacdo de uma central termoelétrica livre de emissfes de dioxido de carbono. Esta
central terd como unidade complementar um sistema de lagoas com microalgas, onde serdo
injetados 0s gases provenientes da queima para geracdo de energia elétrica. A biomassa
algal produzida é recuperada e utilizada na central, quer como combustivel para as
caldeiras quer como geracdo de produtos secundarios de valor acrescido. Na figura

seguinte apresenta-se o projeto CARS.

COle
~ " NUTRIENTES
—

:_—_.ﬁ“_ — Vi
!

BIOMASSA
ALGAL

Figura 2 — Projeto CARS [10].
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O projeto CARS despertou nos autores a ideia de fazer algo semelhante na regido de

Tomar, onde existem algumas industrias de destilacdo passiveis de sofrer intervencéo.

Assim, numa fase de arranque do projeto de investigacdo estabeleceram-se os seguintes

objetivos para o presente estagio:

» Desenho e dimensionamento de um fotobiorreator versatil, de facil manutencéao e
operacao;

» Escolha, manutencdo em condicdes de monossépcia e crescimento de uma
microalga resistente a condi¢fes adversas, mas que apresente rapido e facil
desenvolvimento;

» Estabelecimento das melhores condi¢bes de crescimento da microalga, em que a
fonte de carbono é o diéxido de carbono, passivel de ser utilizada no sequestro de
diéxido de carbono proveniente de gases efluentes industriais;

» Escolha de um método rapido para acompanhamento do crescimento da microalga,
neste caso um método de medida da densidade ética. Estabelecimento das curvas
de calibracdo que relacionam a concentragdo da biomassa algal com a densidade
otica.

» Determinacdo do teor de Oleo existente nas microalgas com a finalidade de

averiguar a sua utilizagdo como biocombustivel;
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1 - Captura e sequestro de carbono

As tecnologias de captura e sequestro de carbono estdo divididas em duas fases, a primeira

envolve a sua remocdo dos gases efluentes e a segunda a sua fixacdo, de forma a que nao

seja possivel a sua libertacdo para a atmosfera.

Para a fase de captura de CO, existem trés técnicas principais: a) a absor¢ao quimica por

uma corrente liquida, com a posterior adsorcdo em carvdo ativado ou em zedlitos, muito

utilizada nas centrais termoelétricas [11,12]; b) a separacdo do CO; através da utilizacdo de

membranas, também utilizadas nas termoelétricas [11,13]; ¢) o fracionamento criogénico

através do controlo da temperatura e da presséo [11].

Gis isento de GOy, SOy

3

Solvente T
+COy

Captura de COy

a

p| Regeneracio |[4—— Entrada de solvente
de solvente

Gids + G0y T

<
Solvente i

S

Saida de solvente

a) Separacio com solvente

Gias A

Gas
{A+E)

k) Separacdo com membranas

GisB

Gas
(A+B)

—II: P P GisB

c) Separacdo por destilacdo criogénica

Figura 3 — Sistemas de captura de CO, [14].

Para a fase da fixacdo do CO, varios processos tém sido estudados: a) injecdo no mar [11],

[15], b) em aquiferos [15], ¢) subterranea [15] e d) em depdsitos de hidrocarbonetos [15],
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envolvendo, no entanto, todos estes processos um elevado consumo energético sem a
producdo de produtos que os viabilizem economicamente [16].

Chegou-se a conclusao que o problema da captura e sequestro do carbono passa por uma
biofixacdo, quer seja utilizando-o para producdo de madeira para posterior fornecimento de
energia, ou entdo, no crescimento de microalgas, com todas as vantagens que delas se

poderdo retirar.

2.2 - Microalgas

Li et al. [17] definem microalgas como um grupo de microrganismos fotossintéticos,
procariéticos ou eucarioticos, que apresentam uma taxa de crescimento elevada devido a
sua estrutura celular extremamente simples. Deste modo a produtividade de biomassa das
microalgas é bastante superior as das outras plantas terrestres. As microalgas s6 podem ser
observadas com uma lupa ou microscopio, pois apresentam dimens@es muito reduzidas, o
seu tamanho pode variar de poucos micrometros até algumas centenas (existem microalgas
com apenas 0,001 mm de diametro [18]). Tém uma ampla representacdo na Terra podendo
ser encontradas em aguas doces ou salgadas, ou ainda no ambiente terrestre [18,19]. Para
além deste facto, as microalgas sdo, ainda, resistentes a fatores abidticos muito adversos,
ndo precisando de ser cultivadas em solos férteis ou cultiviveis, ndo competindo com as
espécies alimentares. Podem-se cultivar microalgas em ambientes in0spitos como sejam 0s
desertos [4].

Microalgas procariéticas sdo, por exemplo, as cianobactérias (Cyanophyceae) e
eucarioticas sdo as algas verdes (Chlorophyta) e as diatomaceas (Bacillariophyta). E
estimado que existam mais de 50 000 espécies, das quais aproximadamente apenas 30 000
ja foram estudadas e analisadas [7].

Nas Ultimas décadas foram criadas pelos investigadores extensas bibliotecas de microalgas.
Entre elas encontra-se a ACOI, Algoteca da Universidade de Coimbra, que abrange cerca
de 4000 estirpes de aproximadamente 1000 espécies diferentes. Esta enorme variedade
atesta a importancia futura das microalgas, quer seja para producdo de farmacos, aditivos
alimentares, fonte energética ou mitigacéo de dioxido de carbono.

As espécies Chlorella sp e Chlorella minutissima séo algas unicelulares de agua doce
pertencente a classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia Oocystaceae.

Apresentam forma de vida unicelular ou colonial, e podem acumular pigmentos como
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clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas. A principal forma de reserva é o amido, porém sob
certas condigdes podem armazenar Oleo. A reproducdo pode ser por divisdo binaria,
esporos assexuais e reproducédo sexual [20,21].

As microalgas comecaram a ter especial importancia no Japdo na década de 50, tendo-se
iniciado o cultivo em escala industrial em 1960 com a Chlorella sp. Nos anos oitenta ja
existiam cerca de 5 dezenas de unidades produtivas na Asia, produzindo mais de 1 Ton por
més, principalmente Chlorella.

A Western Biotechnology Ltd e Betatene Ltd (hoje Cognis Nutrition & Health) tornou-se
em 1986 a terceira maior industria de producdo na Australia, com o cultivo de Dunaliella
salina, como fonte de R-caroteno. Nos Ultimos anos tem-se observado a expansdo desta
industria nomeadamente nos EUA e india.

A figura 4 documenta as principais utilizacdes das microalgas na industria.

Biofuels 47

Carbon capture
Water remediation
Aguaculiure feed

Fuwd — hurman

Chemicals and
unique compounds

All the coproducts
Food — nutrients

Fodder - animals

Medicines and
pharmaceuticals

All Other Res ponses

20 30 40 50

Figura 4 — Industria do cultivo de algas [10].

2.2.1 - Biofixagéo de CO, usando microalgas

Independentemente da forma como é feito o cultivo das microalgas, ou de qualquer planta,
estas podem desenvolver-se por via fotossintética, capturando o dioxido de carbono
atmosférico, para na presenca de agua e luz, o transformarem em hidratos de carbono e

oxigénio, de acordo com a equacdo basica seguinte:
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CO, + H,0 + luz - (CH,0), + 0, (1)

Ou ainda pelo esquema resumido das trocas que se ddo ao nivel da célula conforme

apresentado na figura 5 [22]:

¢ Ught-dependent redttions Light Indcpendent reoctions
Sunlight 0, Co,
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Figura 5 - Esquema da fotossintese na célula da microalga.

De uma forma mais complexa, a biofixacdo do CO, permite para além da producédo de
hidratos de carbono, a producdo de lipidos, proteinas e acidos nucleicos. A figura 5
esquematiza a formacdo destes produtos, bem como, a utilizagdo que pode ser dada a
biomassa algal depois de produzida e separada.

Para 0 sucesso das microalgas na captura e fixacdo de carbono € necessario que elas
tenham um conjunto de caracteristicas que lhes permitam: adaptacdo a meios de cultura de
baixo custo, facil obtencdo, resisténcia a contaminacGes e a toxicidade criada no meio,
elevada taxa de crescimento, de captura e de transformacdo de CO, em biomassa, sendo
esta biomassa de facil remocéo e capaz de gerar produtos secundarios de valor econémico.
As tabelas 1 e 2 demonstram a capacidade de sequestro de didxido de carbono e alguns

parametros de crescimento apresentados por algumas espécies de microalgas.
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CO, + NOj + PO3™ + H,0 + luz - [CH,ONP] + O, )

PRODUTODS

=
EMERGIA SOLAR QUIMICDS

- EMODIESEL
FIXACAD DE M,

DIGESTAD METANO

cO, . ANAEROBIA ENERGIA

F CRESCIMENTO

ALGAL FERTILIZANTES

HUTRIENTES:

RESIDUOS CQUIMICA FINA

PRODUTOS
QUIMICS

PRODUGAD DE O
SUPLEMENTO

AGUA SALGADA EFLUENTES

TRATADOS

PROTEICD

AQUACULTURA

Figura 6 — Captura de CO; e utilizacdo da biomassa [1].

Tabela 1 — Sequestro de Carbono por microalgas [23].

Espécie Produtividade de CO, equivalente
carbono (Ton/(ha.ano)) (Ton/(ha.ano))

Chlorella sp 182 667,94
Spirulina sp. 107 392,69
Scenedesmus obliquos 102,7 376,91
Spirulina platensis 44 161,48
Botryococcus braunii 42,8 157,08
Nannochloropsis oculata 32 117,44
Tetraselmis strain 27,37 100,45
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Tabela 2 — Propriedades de algumas microalgas [24].

Tempo de duplicacdo

Espécie T (°C) pH %CO, ) Observagdes
Taxa de fixagdo de CO,
Chlorococcum 15-27 4-9 Até 70 8 elevada

Cultura de alta densidade

Crescimento rapido

Tolerancia a Temperaturas

Chlorella 15-45 3-7 Até 60 2,5-8
elevadas
Cultura dispersa
Conteldo de aminoacidos
elevado
Euglena Boa digestibilidade
- 27 3.5 . .
gracilis Resistente a solugdes &cidas
Resistente a contaminagao
Galdieria sp >50 1-4 Até 100 24 Elevada resisténcia ao CO,
Elevada resisténcia ao CO, e
o temperatura
Viridiella sp 15-42 2-6 Até 100 13

Acumulagdo de granulos

lipidicos na célula

2.2.2 — Cinética de crescimento e necessidades nutricionais

De forma a rentabilizar o potencial de mitigacdo de CO, pelas microalgas é necessario um
conhecimento profundo do mecanismo de absorcdo deste componente e os fatores de que
depende. Descrevem-se a seguir fatores importantes como o metabolismo e a dindmica do
crescimento celular, as necessidades nutricionais, a inibicdo pelo oxigénio, a forma de

assimilacdo do CO,, a influéncia da luminosidade e o pH.

2.2.2-1 - Metabolismo celular

Podem-se falar de quatro tipos de metabolismo celular, que dependem dos fatores abidticos
representativos do ambiente, e, aos quais diversas microalgas se conseguem adaptar.
Assim, segundo Chojnacka & Marquez-Rocha [25], o cultivo pode ser fotoautotréfico,
guando as fontes de energia disponiveis sdo a luz e o diéxido de carbono sendo convertida
em energia através da fotossintese, heterotréfico, quando a fonte de energia disponivel sdo
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compostos organicos, mixotréfico, quando estdo disponiveis quer compostos organicos
quer luz, e fotoheterotrofico quando é necesséria a presenca da luz para iniciar a obtengéo

de energia atraves de compostos organicos.

2.2.2.2 - Dindmica do crescimento celular
Na figura 6 apresenta-se a curva de crescimento tipica de uma microalga num sistema
fechado. A cheio representa-se a curva de crescimento e a tracejado a curva de reducédo dos

nutrientes no meio.

Ln [concentracdo celular]
Concentracio de nutrientes

Tempo

Figura 7 — Crescimento de microalga em funcéo dos nutrientes disponiveis [7].

Podem ser identificadas seis fases de crescimento principais:

(1) fase lag ou de adaptacdo, € uma fase de intensa atividade celular em que a microalga se
adapta ao meio de crescimento mas nao ocorre divisdo celular, a taxa especifica de
crescimento é nula;

(2) fase de aceleracdo, na qual a taxa de crescimento especifico € superior a zero mas
inferior & maxima;

(3) fase de crescimento exponencial, na qual a taxa especifica de crescimento maxima é
alcancada;

(4) fase de desaceleracdo, em que a taxa especifica de crescimento comeca a diminuir;
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(5) fase estacionaria, na qual a concentracdo celular méxima é atingida e a taxa de
crescimento especifico e continuamente reduzida até se anular;

(6) fase de declinio ou morte, em que a taxa de mortalidade supera a taxa de crescimento;

Normalmente as microalgas na fase (3) apresentam elevado teor de proteinas enquanto na
fase (5) apresentam mais moléculas de reserva de energia como hidratos de carbono e
glicogénio [7].

As microalgas entram na fase estacionaria devido principalmente ao esgotamento de
nutrientes. Por outro lado na fase de crescimento exponencial existe a quantidade de
elementos ideal, tendo a microalga o crescimento e mobilidade méximas [26].

Muitos fatores influenciam o crescimento das microalgas: fatores abidticos como a
luminosidade (qualidade e intensidade), temperatura, concentracao de nutrientes, O, e CO»,
pH, salinidade e presenca de compostos tdxicos; fatores bidticos como a presenca de
organismos patogénicos (bactérias, fungos e virus) e a competicdo com outras microalgas;
e fatores operacionais como o atrito provocado pela agitacdo, taxa de diluicdo e

profundidade, no caso de lagoas a céu aberto [7].

2.2.2.3 - Controlo do crescimento

O crescimento de uma microalga pode ser acompanhado basicamente através de trés
métodos: contagem direta de microalgas por microscopia; analise gravimétrica, através da
pesagem de um determinado volume de microalgas ap0s secagem; e por densidade oOtica.
Este acompanhamento pode levar a determinacdo de determinados parametros, como
sejam a densidade celular méxima, a taxa especifica de crescimento e o tempo de cultivo.
O uso da densidade Otica para avaliar o crescimento de microalgas fundamenta-se na
obstrucéo fisica da luz pelas células. Quanto mais células estiverem presentes na amostra,
maior serd a absorgéo de luz (absorvancia) e menor sera a transmitancia (passagem de luz
pela amostra). Para esta medicdo utiliza-se o espectrofotometro num comprimento de onda
normalmente na gama do visivel.

Uma vez que as microalgas possuem pigmentos fotossintetizantes, convém selecionar
comprimentos de onda que ndo correspondam ao pico de absor¢éo de luz pelos pigmentos.

Por exemplo, 570 nm, que se situa numa faixa distante da absor¢cdo maxima de luz pelas
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clorofilas e pelos carotendides. Assim, a absorvancia registrada sera pouco influenciada
pelos pigmentos fotossintéticos, sendo atribuida, fundamentalmente, a obstrucéo fisica da

passagem de luz pelas células em suspenséo [27].

2.2.2.4 - Necessidades nutricionais

Os varios meios de cultura descritos na literatura foram desenhados de forma a
disponibilizar no meio a quantidade de nutrientes necessaria ao crescimento celular das
microalgas. O carbono, o azoto, o fésforo e o enxofre sdo os principais constituintes das
células. O azoto € dos componentes das bases que constituem o DNA/RNA e é dispensado
no meio normalmente na forma de nitrato ou amoénia. O fosforo é de importancia fulcral,
uma vez que é também constituinte do DNA/RNA, apresentando-se ainda na adenosina
trifosfato, o ATP, e na membrana celular. O ATP tem um papel fundamental na
transferéncia de energia durante a fotossintese, sendo este um processo que envolve a
participacdo de proteinas que sdo sintetizadas nos ribossomas, que séo ricos em fosforo. O
enxofre, o ferro e outros elementos (oligoelementos) sdo também fundamentais para o
desenvolvimento celular. O enxofre € um componente dos aminoacidos cisteina e
metionina, absolutamente necessarios para a sintese proteica, sendo que, na sua auséncia
ela € interrompida. Outros elementos, embora em muito pequenas quantidades,
desempenham um papel fundamental nas ragdes envolvidas na fotossintese [28]. A fonte
de carbono e azoto, o tipo e a intensidade de luz sdo os principais fatores que podem

limitar o crescimento celular fotossintético [29].

2.2.2.5 - Inibicao por oxigénio

Certos valores de concentracao de oxigénio dissolvido podem fazer com que o crescimento
celular seja afetado. Douskova et al. [30] cultivaram a microalga Chlorella vulgaris e
utilizaram diversas misturas gasosas, todas com 11% de CO, variando a percentagem de
O, de 0 a 19%, e usaram N, para completar as misturas. Os resultados indicaram a
diminuicdo das taxas de crescimento da biomassa em funcdo do aumento da concentragao
de O, na mistura gasosa. De acordo com os autores, a diminuicéo das taxas de crescimento
estd associada aos fendmenos de fotorrespiracao e fotoinibicao, que sdo influenciados pela

pressdo parcial de O, na mistura gasosa fornecida para o meio de cultivo. Para prevenir

Capitulo 2 — Revisao Bibliografica|[Pagina- 13 .



essa inibicdo a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo ndo deve exceder
em 400% o valor de saturacdo alcangado na presenca de ar, 0 que pode representar certa
dificuldade em sistemas de cultivo tubulares longos, uma vez que a fotossintese é um

processo que efetivamente gera oxigénio, libertando-o para o meio de cultivo [31].

2.2.2.6 - Mecanismos de assimilacdo de CO,

A assimilagdo de dioxido de carbono € feita diretamente através da membrana plasmatica.
Hé& evidéncias que também ibes bicarbonato sdo assimilados da mesma forma. O didxido
de carbono é acumulado na forma de iGes bicarbonato devido ao carécter neutro do meio
da célula, sendo depois transformado pela enzima anidrase carbonica ficando disponivel

para o mecanismo da fotossintese [29].

2.2.2.7 - Influéncia da luminosidade

A importancia da luminosidade da-se apenas quando este é o fator limitante, ou seja, se 0s
nutrientes fornecidos pelo meio e o carbono inorganico forem fornecidos em excesso, ai a
luz torna-se importante, sendo a producdo de biomassa tanto maior quanto maior for o
tempo de exposicdo a luminosidade [32].

As plantas superiores estdo muito mais dependentes da luz que as microalgas, de acordo
com Watanabe & Hall [33], a microalga Spirulina latensis cultivada em fotobiorreator
iluminado por lampadas fluorescentes e alimentado com ar enriquecido com 4% de CO;
apresentou um aproveitamento de apenas 6,8% da totalidade da luz fornecida.

O aumento da intensidade luminosa pode inclusivamente causar um fendmeno de
fotoinibicdo, uma vez que a partir de dado momento da-se a satura¢do luminosa néo
havendo mais aumento de crescimento celular. No entanto, um estudo em Chlorella
vulgaris, em que se fizeram dois ciclos de luz, um de 24 horas com luz e outro de 12 horas
de luz 12 horas de escuro, demonstrou, que para esta microalga, o ciclo de luminosidade
continua apresentou uma maior taxa de crescimento que o ciclo claro-escuro [20].

Jacob et al [34], concluiram, no cultivo de Aphanothece microcopica Nageli, que obtinham
méaxima taxa de fixacdo de CO, quando estas microalgas eram sujeitas a exposicao
continua a luz. Em culturas com alta concentracdo celular, por outro lado, a penetracdo da

luz no meio de cultivo é prejudicada e pode levar a limitagdo do crescimento [31].
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2.2.2.8 - pH

O carbono organico disponivel em meio aquoso pode-se apresentar nas formas de
carbonato, bicarbonato e dioxido de carbono, consoante o pH do meio. Um pH mais
alcalino favorece as formas bicarbonato e carbonato e um pH mais acido favorece o
dioxido de carbono. Um estudo em Chlorella vulgaris em que se observou o crescimento
celular num intervalo de 3-11 de pH, permitiu chegar a conclusdo que o crescimento era

maximo para valores de pH compreendidos entre 5 e 8 [21,35].

2.3 - Cultivo de microalgas

O cultivo de microalgas pode ser feito em sistemas abertos ou fechados, de forma
autotréfica ou por fermentacdo heterotrofica utilizando a glucose (ou outro composto
organico) como fonte de carbono e energia. No presente trabalho, interessa-nos tao
somente a via autotr6fica, uma vez que nos interesse remover didxido de carbono
inorganico na presenga de luz. Se a cultura for feita em meios abertos, estes designam-se
por lagoas raceway, caso contrario o termo utilizado ¢ fotobiorreator, em ambos, sdo dadas
condicdes a organismos fotoautotréficos, de forma a que produzam biomassa a partir da

fotossintese [7].

Meio de cultura
Exaustio
Biomassa produzida

A
"@ Fotobiorreatores

Bomhba E

Desarejador

_-'.lgua de
arrefecimentd

Permutador
de calor

Biomassa produzida

Are CO,

Figura 8 - Representagdo esquematica de trés sistemas de cultivo de microalgas em larga escala: (A)

lagoa raceway; (B) fotobiorreatores tubulares e (C) fotobiorreatores de placas paralelas [36].
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A Figura 8 apresenta a representacdo grafica de um sistema de cultivo aberto (lagoa

raceway) e de dois sistemas fechados (fotobiorreator tubular e fotobiorreator de placas).

A Tabela 3 apresenta uma comparacdo entre os fotobiorreatores e o0s sistemas abertos de

cultivo em relacéo a diversas condicGes e varidveis de cultivo [7].

Tabela 3 — Comparacéo entre sistemas abertos e fechados [7].

Variavel Fotobiorreator Sistema aberto
Controlo de contaminagdo Facil Dificil
Risco de contaminagéo Reduzido Alto
Esterilidade Alcancavel Impossivel
Controlo do processo Facil Dificil
Controlo das espécies Facil Dificil
Agitacdo Uniforme Baixa

Regime de operacéo

Batch ou continuo

Batch ou continuo

Razdo Area/Volume

Alto (20-200 m™)

Baixo (5-10 m™)

Concentracéo celular Alto Baixo
Investimento Alto Baixo
Custo de operacao Alto Baixo
Eficiéncia da utilizacdo da luz Alta Baixa
Controlo da temperatura Alcancavel Dificil
Produtividade 3-5 vez mais produtivo Baixo

Tensao hidrodinamica nas célula Baixa-Alta Muito Baixa

Evaporacdo do meio de cultura Baixa Alta

Controlo de transferéncia gasosa Alto Baixo

Perda de CO,

Depende da alcalinidade, pH...

Depende da alcalinidade, pH...

Inibicdo por O,

Grande problema

Menor que no Fotobiorreator

Scale-up

Dificil

Dificil

Schenk et al. [37], revelam nos seus trabalhos que os altos custos associados aos

fotobiorreatores sdo largamente compensados pela maior produtividade de biomassa.

Apesar disso, existe ainda uma lacuna entre o desenvolvimento de um fotobiorreator que

forneca as condicBes Otimas para 0 crescimento da biomassa e que seja economicamente

viavel para promover o cultivo industrial. Ainda de acordo com esses autores, 0 custo de

construcdo de fotobiorreatores é dez vezes maior que o de sistemas abertos. Por outro lado,
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0 custo de producdo de biomassa em fotobiorreatores tubulares € 22% menor do que em
lagoas raceway [31]. A produtividade volumétrica de fotobiorreatores em geral € 8 vezes
maior que a alcancada em lagoas raceway, enquanto a concentracéo celular tipica de um

fotobiorreator é 16 vezes maior que aquela alcangada em lagoas raceway [7].

2.3.1 — Sistemas abertos

As lagoas naturais podem ser utilizadas para a obtencdo de microalgas, no entanto, varios
estudos tém sido feitos de forma a otimizar a produgdo de biomassa em lagoas raceway.
Estas lagoas sdo constituidas por um conjunto de canais que permitem a recirculacdo da
biomassa e do meio de cultivo. A circulacdo e a agitacdo das microalgas sdo conseguidas
recorrendo a um motor com pas sendo o fluxo guiado por chicanas colocadas nos canais de
escoamento. Ao contrario dos fotobiorreatores ndo sdo utilizados materiais transparentes
pelo que se pode fazer a sua constru¢gdo com um menor investimento. Em funcionamento
continuo, é, durante o periodo luminoso, continuamente alimentado meio de cultivo
imediatamente ap6s o motor, sendo retirada biomassa imediatamente antes do motor. Este
motor é mantido a trabalhar continuamente de forma a evitar a decantacdo da biomassa.
Existe atualmente bastante know-how sobre esta forma de cultivo, uma vez que ja é

utlizado para produgao a Iarga escala desde a década de 1950.

Figura 10 - Lagoas raceway utilizadas em investigagdo [10].
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As lagoas raceway sao mais baratas que fotobiorreatores, por apresentarem menores custos
de construcdo e de operacédo, e podem ser facilmente limpas, sempre que necessario, para
retirar o biofilme acumulado nas paredes dos canais. Apesar do menor custo, elas
apresentam produtividade de biomassa baixa, ocupam grandes areas e ndo podem ser

operadas por longos periodos devido aos problemas de contaminacao [31].

2.3.2 — Fotobiorreatores

Os fotobiorreatores sdo sistemas de cultivo mais flexiveis que as lagoas. Apresentam-se
sob diversas formas, forma estas passiveis de serem otimizadas consoante as caracteristicas
bioldgicas e fisioldgicas da espécie de interesse, além de permitir o cultivo de algumas
espécies que apresentam problemas em sistemas abertos.

Fotobiorreatores de coluna de bolhas, podem incorporar CO, no meio, através de difusores
colocados no fundo que difundam pequenas bolhas e que a0 mesmo tempo agitam a
cultura. Pensa-se que estes sdo 0 melhor tipo de reatores para cultura em larga escala. Estes
reatores permitem uma maior homogeneidade face a reatores de coluna comuns. Tém um
racio area de superficie/volume baixo, o que permite menores flutuacGes de temperatura, e

menores efeito de fotoinibi¢do durante periodos solares mais longos.
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Figura 11 — Fotobiorreatores de bolhas [38]:
A - Coluna;
B - Air-lift de circulacdo interna;

C - Air-lift de circulacéo externa;
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Nos fotobiorreatores ndo ha contacto direto com o ar atmosférico externo diminuindo-se
assim possiveis contaminantes (microrganismos, poeira, etc.). As espécies estdo também
mais protegidas uma vez que ndo tém a incidéncia direta da luz.

As vantagens dos fotobiorreatores sobre os sistemas de cultivo abertos incluem o facto de
permitirem melhor controlo sobre as condi¢des de cultivo (pH, temperatura, agitagéo,
concentra¢do de CO, e O,), menor evaporacdo de dgua do meio de cultivo, reducdo das
perdas de CO,, possibilidade de sustentar cultivos com concentracdo celular e
produtividade volumétrica de biomassa maiores e serem um ambiente mais seguro e
protegido para evitar a contaminagdo por outros microrganismos. Por outro lado, as
principais limitacdes sdo a possibilidade de sobreaquecimento, a acumulacdo de oxigénio,

dimensionamento dificil e os elevados custos de construcao [7,17].
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Figura 12 - Producéo industrial do microalgas em fotobiorreatores [10].
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Figura 13 - Fotobiorreatores utilizados em investigacéo [10].
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2.3.2-1 — Operagao em fotobiorreatores

Os fotobiorreatores tubulares apresentam grande area de exposigdo a luz o que geralmente
resulta em grande produtividade de biomassa, sendo que seu dimensionamento nao é facil
face a possibilidade de ocorréncia do fenémeno de fotoinibicdo (causada pela alta
intensidade luminosa) e também pela ocorréncia de zonas escuras que se podem formar no
interior de fotobiorreatores com alta densidade celular. Devido ao facto da altura e do
diametro ndo poderem ser muito grandes, um grande nimero de unidades sdo requeridas
para possibilitar o cultivo em larga escala.

Os fotobiorreatores podem ser operados em modo descontinuo (batch) ou em modo
continuo. As vantagens da operacdo em modo continuo incluem a possibilidade de regular
e manter as taxas de crescimento por longos periodos, a possibilidade de controlar a
concentracdo da biomassa variando a taxa de diluicdo, a obtencdo de produtos mais
uniformes devido ao estado estacionario atingido, e a maior facilidade de modelacdo e
aplicacdo de ferramentas para otimizacdo do sistema. Por outro lado, ha desvantagens
inerentes a esse modo de operacdo que podem tornad-lo inviavel para alguns tipos de
reacOes bioldgicas, como a dificuldade de controlar a formacéo de produtos ndo associados
ao crescimento, o crescimento de biofilmes nas paredes e a agregacao celular, que podem
provocar diminui¢do da produtividade. Além disso, periodos longos de cultivo aumentam o
risco de contaminacdo [7].

Um fator que reduz os custos de cultivo é a utilizacdo da luz solar como fonte de
iluminacdo, apesar de se ter que ter em conta o clima e a variacdo da intensidade luminosa
quer diaria quer anualmente. O aumento de biomassa € em geral continuo durante o dia,
diminuindo durante a noite em cerca de 25%, face ao metabolismo respiratorio. Esse valor
pode variar de acordo com o nivel de luminosidade com o qual a biomassa foi cultivada, a
temperatura de cultivo e a temperatura durante a noite. A iluminagdo pode ser feita
artificialmente, mas como é obvio aumenta os custos de exploragdo, podendo ser usada
para a producdo em larga escala quando o produto de interesse é de alto valor agregado
[31].

Apesar da grande variedade de microalgas existente e dos diversos estudos académicos no
sentido de encontrar as melhores condi¢cfes para a fixacdo de CO,, as taxas de fixagédo
continuam a ser muito baixas o que implica a utilizagdo de instalacbes de grande

capacidade. E importante encontrar espécies de crescimento rapido, o que por outro lado
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implica uma menor utilizagdo da luz face a elevada densidade celular atingida. Em muitos
casos a alta concentracdo celular pode reduzir a eficiéncia fotossintética devido aos efeitos
de zonas de escuro formadas justamente devido a alta concentracdo celular presente [39].
Diversos fatores operacionais podem ser estudados visando a otimizacdo de um
fotobiorreator. Por exemplo, Ryu et al. [40] estudaram o efeito da concentragdo de CO,,
taxa de arejamento, tamanho das bolhas e uso de chicanas sobre a eficiéncia de utilizagdo
de CO, pela microalga Chlorella sp. cultivada em fotobiorreatores de coluna de bolhas.
Concluiram que o aumento da taxa de CO; levou a um aumento do crescimento celular,
face ao aumento do carbono disponivel. O aumento do arejamento também levou ao
aumento do crescimento celular, tendo-se, no entanto, verificado que a absorcdo de CO,
pelas células tenha diminuido. A utilizacdo de chicanas e de diminui¢cdo do tamanho das
bolhas de CO,também aumentou a biomassa uma vez que aumentou o tempo de residéncia
no reator e a transferéncia de massa entre gas-liquido.

A otimizacdo das condicBes de cultivo para uma estirpe especifica apresenta grande
complexidade, uma vez que muitos fatores inter-relacionados podem ser os limitantes.
Estes fatores incluem a temperatura, a agitacdo, o tamanho e distribuicdo das bolhas de
gases, as trocas gasosas, a transferéncia de massa, a intensidade e o ciclo luminoso, a
qualidade da agua, o pH, a salinidade, a quantidade de minerais e carbono disponiveis, a
fragilidade celular, a concentragéo celular e a presenca de inibidores de crescimento [37].
De acordo com Jacob-Lopes et al. [41], a eficiéncia de utilizacdo de CO, (reducdo da perda
de CO, na exaustdo do sistema) pode ser aumentada através da recirculacdo do CO, no
sistema e do uso de fotobiorreatores em série. Nessas condi¢des, porém, as taxas
volumétricas de consumo de CO, (gcarbono/(m?dreator.dia) s@o reduzidas devido a
diminuicdo da disponibilidade de CO, para as células. Estes resultados foram obtidos
durante o cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli em fotobiorreator
tubular de coluna de bolhas e em fotobiorreator tipo airlift. Ainda de acordo com esses
autores, o O, gerado pela reacdo fotossintética tende a acumular-se no sistema com
recirculacdo de gases e deve, portanto, ser removido, uma vez que altas concentracGes de

O, podem levar a inibi¢do do crescimento.
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2.4 - Recuperacao da biomassa algal

A principal caracteristica da biomassa produzida é a elevada quantidade de agua que
contém e que tem que lhe ser removida para a sua posterior utilizacdo. Existem diversos
métodos para a execucdo deste processo de separacdo destacando-se entre eles a
floculagdo, a microfiltracdo e a centrifugacdo. A escolha do processo mais eficiente tera
que entrar em conta com 0 consumo energético mais baixo, de forma a viabilizar como um
todo o processo de biofixacdo de CO, por microalgas. Sendo assim, torna-se muito
relevante a escolha da microalga a utilizar e deve-se ter em conta a facilidade de
recuperacdo da biomassa gerada, uma vez que a biomassa de algumas espécies € muito
mais facil de recuperar que a de outras [37].

Molina Grima et al. [42], referem que a recuperacdo da biomassa pode ser feira por mais
que uma etapa, envolvendo mais que um processo de separacdo. A semelhanca do que se
faz no tratamento primario de efluentes, pode-se fazer uma floculagdo seguindo-se uma
sedimentacdo gravitica. O principal problema da recuperacdo da biomassa é o tamanho das
microalgas, que se encontram em suspensdo em meios muito diluidos (<0,5kg de biomassa
seca/m>). Estima-se que esta recuperacdo tenha uma parcela de 30-40% no custo total de
producéo celular. Um fator importante a ter em conta é destino final da biomassa, pois um
menor grau de humidade implicard necessariamente mais custos. Caso seja necessario uma
secagem térmica € de prever sempre uma operacao de separa¢do mecanica antes.

Mata et al. [7], sugerem que o principal critério para a escolha de um método adequado de
recuperacdo € a qualidade do produto final. Assim, para produtos de baixo valor agregado
a sedimentacdo pela acdo da gravidade pode ser usada, possivelmente acompanhada de
uma etapa de floculagdo. Um exemplo é o uso de tanques de sedimentacdo para
recuperacdo de biomassa gerada em processos de tratamento de efluentes. Por outro lado,
para produtos de alto valor agregado, como a recuperacdo de biomassa para aplicagdes em
aquacultura ou para alimentagdo (humana ou animal), é geralmente recomendado o0 uso de
centrifugas continuas, que podem processar grandes volumes de biomassa. Apesar do
elevado custo envolvido, a centrifugacdo € satisfatoria para a rapida concentracdo de
qualquer tipo de microrganismo. Além disso, centrifugas podem ser facilmente limpas ou
esterilizadas para evitar a contaminac&o por microrganismos indesejados.

A filtracdo, operada sob pressdo ou sob véacuo é o melhor método para a recuperacéo de
microalgas filamentosas e relativamente grandes, como a Spirulina platensis. Para a
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recuperacdo de células pequenas de microalgas como Chlorella e Dunaliella, a filtragéo

convencional ndo é adequada, tendo-se que recorrer a microfiltracdo ou ultrafiltracdo por

membranas [28].

Tabela 4 — Métodos de separacdo da biomassa [24].

Método

Positivo

Negativo

Centrifugacdo

Viavel para produtos de alto
valor econémico / producdo em
larga escala
Processamento rapido de
grandes quantidades
Né&o h4 perda de biomassa
Adequado para praticamente
todas as espécies de microalgas

Grande necessidade
energética

Processo oneroso

Filtracdo

Bom para microalgas grandes

Processo lento
Inadequado para
microalgas de tamanho

reduzido

Sedimentacéo gravitica

Boa para produtos de baixo
valor
Pode ser melhorada se se usar

floculagao prévia

Grande quantidade de

humidade

Floculagdo — Sedimentacdo

Os floculantes sdo baratos, ndo
sdo toxicos e bastante utilizada
quando as concentracdes de
biomassa sdo baixas
Né&o necessita de grande
agitacdo
Pode necessitar de apenas

pequenos ajustes de pH

Desidratagdo — Secagem

Preserva a biomassa
Utilizada para produtos de

grande valor acrescido

Grande necessidade
energética

Processo oneroso

Adicionalmente, Li et al. [17] apresentam a floculagdo como um processo de baixo custo,

mas em contrapartida muito demorado o que podera levar a destruicdo dos compostos que

se querem comercializar. A filtracdo e centrifugacdo sdo métodos mais eficientes, mas com

um elevado custo, sendo a escolha do processo baseada na qualidade do produto final.
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Chisti [31], concluiu que a forma como a microalga é cultivada também é muito
importante para a posterior recolha da biomassa. As microalgas criadas em fotobiorreatores
apresentam uma concentracdo de cerca de 30 vezes superior as criadas em lagoas, 0 que
torna mais facil a sua recuperacao.

O ultimo passo da producdo da biomassa é a sua secagem. Existem varios métodos para
esta finalidade como spray-drying, sun-drying, freeze-drying and vacuum-drying, entre
outros. Para produzir biomassa com qualidade farmacéutica ou alimentar, o método
aconselhado é o spray-drying. As desvantagens deste método sdo o grande investimento
inicial associados e 0s custos operacionais, mas tém a vantagem de produzir biomassa de
pureza elevada [24].

Apds a etapa de recuperacdo da biomassa é necessario uma etapa de rotura das células,
uma vez que se torna necessario recuperar o metabolito intercelular de interesse comercial.
De acordo com Mata et al. [7], diversos métodos podem ser usados dependendo da rigidez
da parede celular e da natureza do produto a ser obtido. Estes métodos podem ser baseados
na acdo mecanica (homogeneizadores, moinhos, ultrassom, autoclave) ou na acdo ndo-
mecanica (congelamento, choques osmoticos ou de solventes organicos e reacdes
enzimaticas, acidas ou basicas).

A figura seguinte representa um diagrama de blocos simplificado, para a producdo de
biomassa algal. O tratamento final depende do produto final, podendo passar por uma
gueima direta, a extracdo do 6leo ou a rotura das células para recuperacdo de compostos de

elevado valor acrescentado.

Saida de
Nutrientes gases
v T

Meio de Fotobiorreator Separagdo da Secagem da
cultura biomassa biomassa

CO, Meio [ Tratamento da }

biomassa

&
<«

Figura 14 — Diagrama de blocos para a producdo de biomassa algal.

P &gina -24|Capitulo 2 - Revisdo Bibliografica



Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

2.5 - Microalgas para o tratamento de efluentes

Os efluentes industriais tém sido utilizados como meio de cultivo de microalgas. As
vantagens sao claras, diminuem-se os custos de producdo de microalgas e a0 mesmo tempo
trata-se o efluente.

Villasclaras et al. [43], cultivaram Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus obliquus com
efluente de um lagar de azeite. Este cultivo ocorreu de forma mixotrofica uma vez que para
além da fonte de carbono do efluente foi realizado sob luz solar.

As microalgas podem, desta forma, ser utilizadas para o tratamento simultaneo de efluentes
liquidos e gasosos, aproveitando os nutrientes dos efluentes liquidos e dioxido de carbono
de gases de combustdo. O desenvolvimento desta tecnologia resolveria problemas de
ordem ambiental, servindo ainda para a producdo de microalgas a baixo custo [44].

Yun et al. [45] utilizaram Chlorella vulgaris para tratarem simultaneamente os efluentes
liquidos e gasosos de uma industria de ago. Os resultados demonstraram que a vazdo de
efluente liquido de 11233 m®dia poderia promover a fixacdo de 23100 kgCO./dia e que
aproximadamente 12430 kg de biomassa de microalgas poderiam ser produzidos

diariamente.

2.5.1 - Efluentes gasosos

As microalgas podem utilizar no seu crescimento celular fontes de carbono de diferentes
origens. No que diz respeito ao didxido de carbono elas podem utiliza-lo diretamente da
atmosfera, de gases efluentes industriais ou na forma de bicarbonatos ou carbonatos
dissolvidos em determinado meio. A atmosfera contém somente 0,03-0,06% de didxido de
carbono o que provoca um crescimento algal muito lento, no entanto, os efluentes gasosos
industriais contém uma percentagem significativa de dioxido de carbono, 0 que torna
viavel a utilizacdo de microalgas para a sua biofixacdo [28]. Existem ainda microalgas que
toleram temperaturas altas, o que representa mais um ponto positivo para o tratamento de
efluentes gasosos, normalmente gases quentes [17,28].

De acordo com Douskova et al. [30], o custo de dioxido de carbono é uma parcela
importante no custo total da produgédo de microalgas. Estes autores cultivaram a microalga
Chlorella vulgaris utilizando como fonte de CO, o géas efluente de uma instalagdo de

incineracdo de lixo urbano. Desta forma baixa-se a emissédo de CO,, obtendo-se 0 mesmo a
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custo zero para producdo algal. O gas efluente utilizado apresentava concentracdo de CO,
variando na gama 11-13% (v/v), de O, de 8-10% (v/v), de N, de 79-80% (v/v) e pequenas
quantidades de CO, SO,, NO,, HCI, HF, NH3, carbono organico e metais pesados. A
produtividade volumétrica de geracdo de biomassa alcangada utilizando este gas efluente
foi de 2,5 g/L/dia, maior que a atingida na condicao de cultivo de controlo (mistura de CO,
puro e ar, com concentracdo de CO; de 11% v/v), na qual a produtividade alcancada foi de
1,7 g/L/dia.

A utilizacdo do CO, proveniente dos efluentes gasosos para promover o crescimento da
biomassa de microalgas pode ser feita de dois modos, Maeda et al. [2]: o0 uso do diéxido de
carbono separado do efluente gasoso, o que implica uma operagdo de separacao prévia, ou
0 uso direto do didxido de carbono proveniente dos gases de combustdo, o que pode trazer
problemas com altas temperaturas, outros componentes destes gases e pouco controle na
concentragdo de CO,. No entanto, estes mesmos autores obtiveram resultados muito
favoraveis com a microalga Chlorella sp. a ser cultivada a 35 °C na presenca de efluente
gasoso de uma termoelétrica a base de carvdo (composicdo do efluente gasoso: 13% de
CO3, 5% de Oy, 10 ppm de SO, e 150 ppm de NOy).

Kadam [46], fez a avaliagdo econémica da mitigacdo de CO, resultante dos gases de uma
central termoelétrica a carvao, e concluiu que o custo associado a utilizacdo do gas
aumentava em 40% o custo total, relativamente a injecdo de CO; puro, constatando porém
que a central termoelétrica se encontrava muito longe do local de producdo da biomassa
algal, justificando este resultado. No entanto, entrando em conta com a producdo de
biodiesel com a biomassa cultivada, chegou a conclusdo que 0 processo era

economicamente viavel.

Chae et al. [47] utilizaram a microalga Euglena gracilis em escala piloto, para remocao do
CO; proveniente da queima de querosene de um secador industrial, em fotobiorreator na
presenca de luz solar. O gés efluente usado continha 11% de CO, (v/v), 26 ppm de 6xidos
de nitrogénio (NOy), 5 ppm de 6xidos de enxofre (SOy) e 126 mg/m3 de sélidos suspensos.
Mostraram conseguir gerar 113,8 g/m?3/dia de biomassa. Além disso, ndo foram observados

efeitos de inibi¢do ao crescimento celular pela presenca de NOx e SOx.
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Otsuki [48] realizou a anélise de viabilidade de implantacdo de uma planta industrial de
biofixacdo de CO, a partir do cultivo de microalgas em fotobiorreatores de placas. O
sistema foi aplicado para tratar os gases efluentes de uma central termoelétrica movida a
gas natural com poténcia de 1000 MW. Neste sistema o caudal de gases efluentes gerados
é de 8,87 x 10° m%ano, a emissdo de CO; é de 1,74 x 10° toneladas CO./ano e a
concentracdo de CO, é de 10% (v/v). O sistema foi projetado para atingir uma taxa de
fixacdo de 50 g CO,/(m2.dia) e seria composto de 580 fotobiorreatores de placas quadradas
de lado igual a 2,3 m. A avaliacdo do sistema demonstrou que o balango de CO, era
positivo, ou seja, a quantidade de CO, fixada pelo sistema era maior que as emissdes
geradas pelo mesmo. Além disso, o consumo de energia do sistema foi menor do que a

energia acumulada nas células através da sintese biogquimica.

2.5.2 - Efluentes liquidos

A utilizacdo de microalgas no tratamento de efluentes liquidos simultaneamente com o seu
cultivo traz diversas vantagens, nomeadamente a remocao, por algumas espécies de azoto,
fosforo e metais pesados, melhorando a qualidade de um efluente ap6s um tratamento
secundario. Para além desta vantagem, apresenta ainda uma reducdo de custos em azoto e
fésforo, presentes nos meios de cultivo, havendo ainda uma poupanca de agua [7,28].

Lau et al. [49], verificaram nos seus estudos com Chlorella vulgaris para tratamento de um
afluente urbano, que as taxas de crescimento das microalgas eram menores do que quando
estas microalgas eram cultivadas em meio sintético. Verificaram também que a fase lag era
bastante maior o que pressupde uma adaptacdo ao meio.

Esses autores sugerem que a melhor escolha para o tratamento de efluentes que utilizem
microalgas é usar altas concentracGes iniciais destes microrganismos para minimizar o

tempo de retencdo hidraulica.

Kaya et al. [50] relataram que dentre os fatores ambientais que afetam o crescimento da

biomassa de microalgas, a disponibilidade de CO; é usualmente um fator limitante.
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2.6 - Uso da biomassa algal

A biomassa gerada por microalgas, macroalgas ou por qualquer outra planta superior, pode
servir para gerar produtos de grande interesse economico e ambientalmente sustentaveis,
tornando-se no que se chama atualmente, uma biorrefinaria [17].

Tal como uma refinaria de petroleo, uma biorrefinaria usa cada um dos componentes da

biomassa para produzir produtos de relevancia comercial.

Tabela 5 - Comparacdo de matérias primas atuais com a biomassa [51].

Petroleo, carvao, gas natural Biomassa
N&o renovéveis Renovavel
N&o sustentavel Sustentével
Fortes emissBes de CO, Neutro
Emissbes de metano, éxidos de Baixas emissfes de metano, 6xidos

enxofre e azoto, hidrocarbonetos de enxofre e azoto, hidrocarbonetos

Disponivel em alguns paises Disponivel em todos paises

Tecnologia madura Tecnologia ndo madura

O conceito de biorrefinaria compreende a utilizagdo de todos os componentes da biomassa,

baixando-se por isso o custo de producédo de cada um dos produtos.

Figura 15 - Biorrefinaria industrial (USA) — Cargill-Dow NatureWorks Biorefinary [51].
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Uma biorrefinaria de microalgas, dependendo da microalga utilizada, pode dar origem a
produtos tdo variados, como o biodiesel, o bioetanol, racGes, produtos farmacéuticos,
produtos alimentares, entre muitos outros [31]. Esta variedade de produtos e o seu valor
comercial, promovem também a viabilidade do sequestro de didxido de carbono no cultivo
da biomassa [52].

A biomassa algal ja é conhecida desde 1950, pelas suas propriedades que Ihe proporcionam
para aplicacdes farmacéuticas, cosméticas e de alimentacdo humana e animal [53], no
entanto, devido aos elevados custos de producéo ela é pouco utilizada.

Estudos indicam que a biomassa algal contém todos os aminoécidos essenciais, acidos
gordos insaturados, hidratos de carbono, fibra alimentar e uma larga gama de vitaminas e
outros compostos bioativos, portanto, é claramente indicada para alimentagdo humana e
animal. Tem ainda a vantagem de ndo lhe estarem associados subprodutos como casca e
raizes, e que existem nas plantas superiores. Outra vantagem é poderem ser cultivadas em
qualquer local ndo competindo com as atividades agricolas [30].

Gouveia & Empis [54] concluiram que a biomassa de duas microalgas (Chlorella vulgaris
e Haematococcus pluvialis) era uma fonte natural e relativamente concentrada de
carotendides comestiveis, que sdo pigmentos naturais que apresentam capacidade

antioxidante.

2.6.1 - Microalgas para producéo de energia

A biomassa para producdo de energia representa uma alternativa bastante atrativa
relativamente aos métodos que utilizam combustiveis fosseis. A energia solar é captada
pelas plantas, podendo estas depois serem usadas para producdo energética. Se a biomassa
for processada de maneira eficiente, ela pode gerar energia e substituir fontes fdsseis
convencionais.

Ja no inicio dos anos 70, quando o preco do petréleo disparou, as microalgas foram
estudadas para producgdo de energia, no entanto, com os conhecimentos técnicos da época,
0 custo da sua producdo era proibitivo. No entanto, e com o avanco tecnoldgico dos
ultimos 15 anos, as microalgas comecam a ser encaradas como uma muito credivel

alternativa ao petréleo [17].
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Algumas microalgas geram a nivel celular, concentraces importantes de celulose, amido e
6leos, A partir destes substratos é possivel produzir bioetanol ou biodiesel para produgédo
de combustivel, sendo esta alternativa cada vez mais consistente [37].

H& véarias maneiras de transformar a biomassa em biocombustivel. Wang et al. [28]
classifica-as essas técnicas em quatro grupos: conversdo bioguimica, reagdo quimica,

combustéo direta e conversdo termoquimica.

Reacéo

Quimica Transesterificacio
Combustéo Geracéo de .
x Etanol, Butanol,
~ _
Converséao
Bioquimica —
Digestao Metano,
Anaerdbia Hidrogénio

Biomassa
Microalgal

e Gas
CEEifIsEeie combustivel
Conversao A Bio-6leo
termoquimica Fe ke Carvao

Bio-6leo

Figura 16 — Formas de converter biomassa algal em biocombustivel [28].

Liquefacao

A combustdo direta é a queima da biomassa em caldeiras ou turbinas a vapor, sendo que
esta queima é tdo mais eficiente quanto menor for a humidade contida na biomassa [55].

A digestdo anaerdbia é a formacdo de metano e CO; pela degradacdo da biomassa por
bactérias anaerdbicas.

A pirdlise envolve o processamento da biomassa a alta temperatura na auséncia de
oxigénio, resultando numa mistura de produtos distribuidos nas fases sélida, liquida e
gasosa. A fase liquida é uma mistura complexa chamada de bio-6leo, que tem demonstrado
potencial para a geracdo de energia por processos de combustdo externa, combustdo

interna (motores diesel) e também pela queima conjunta com diesel ou gés natural [17].
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

A gaseificacdo é a pirdlise em alta temperatura para privilegiar a formacéo da fase gasosa.
A liquefacdo é um processo catalitico operado em baixa temperatura e pressdo alta para a
obtencdo de bio-6leo a partir de biomassa humida [55].

Processos termoquimicos de conversdo (liquefacdo ou gaseificacdo) da biomassa de
microalgas tém sido estudados por diversos autores [56].

Adicionalmente, processos fermentativos podem ser usados para converter os hidratos de

carbono presentes na biomassa em bioetanol [57].

2.6.2 - Producédo de biodiesel

O biodiesel € um produto fabricado a partir de 6leos com origem em plantas, ou mesmo em
6leo ja utilizado promovendo a sua reciclagem, e é uma alternativa ao gasoleo obtido
através do petroleo. Estudos indicam que tem as mesmas caracteristicas do gaséleo mas um
menor efeito ambiental, visto que as emissbes de material particulado, monoxido de
carbono, hidrocarbonetos e 6xidos de enxofre sdo menores [19].

A producédo de biodiesel tem vindo a aumentar na Europa, como de pode ver no grafico

seguinte:

2500 m 2009
m 2010

1000 - 2011
500 - I i I

Figura 17 — Producéo de Biodiesel na Europa (valores em tonelada) [58].
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Igual tendéncia tem-se verificado no resto do mundo. A seguir representa-se a evolucgdo do
biodiesel nos EUA.

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 18 — Producéo de Biodiesel nos EUA (milhdes de litros) [59].

O biodiesel é produzido por um processo conhecido como transesterificacdo, que consiste
na reagao quimica entre uma gordura, ou 6leo, e um alcool, na presenca de um catalisador.
O produto da reacdo € uma mistura de ésteres metilicos, chamada de biodiesel, e glicerol,

que por si s6 é um produto com elevado valor econémico [60].

R

O:<
0 ., . HoO—=CH; 0

; H*/ HO \ 4
+ 3R—0H =—= CH—OH + 3 KD_C

CH—O / . Ny
< > o HO—CH,
O R

R~\<O

Triacilglicerideo Alcool Glicerol Esteres

Figura 19 — Reacdo de transesterificacdo [61].
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Como ja foi referido, a utilizagdo da biomassa das microalgas para a producgéo de biodiesel,
apresenta uma clara vantagem pelo facto de ndo competir com a agricultura nem com
produtos destinadas a alimentacdo humana [7].

A Tabela 6 mostra que apesar de os teores de 6leo serem similares entre as plantas
oleaginosas e as microalgas, ha uma variagdo muito consideravel na produtividade com
clara vantagem para as microalgas. Por outro lado o balanco entre o diéxido de carbono
emitido pela combustdo do biodiesel e a quantidade que foi fixada durante o crescimento
fotossintético é nulo [7].

De acordo com Chisti [31], se o 6leo de palma fosse usado para produzir a quantidade de
gasoleo que € utilizado nos EUA seria necessario usar 61% de toda area agricola. Através
da utilizacdo de uma microalga com 15% de 6leo (base seca) seriam necessarios apenas

3% de area de plantio.

Tabela 6: Comparacao de microalgas com outras fontes de 6leo para fabricacgéo de biodiesel [7].

Teor de 6leo o
Producéo de Produtividade
i (% de ) ) Uso de terra Lo
Fonte de éleo . 6leo (L éleo ] de biodiesel
biomassa (m?/(kg biod.ano)) .
(ha.ano)) (kg biod./(ha.ano))
em base seca)

Milho (Zea mays) 44 172 66 152
Cénhamo (Cannabis sativa) 33 363 31 321
Soja (Glycine max) 18 636 18 562
Pinh&o-manso (Jatropha curcas) 28 741 15 656
Camelina (Camelina sativa) 42 915 12 809
Canola (Brassica napus) 41 974 12 862
Girassol (Helianthus annuus) 40 1070 11 946
Mamona (Ricinus communis) 48 1307 9 1156
Oleo de palma (Elaeis guineensis) 36 5366 2 4747

Microalga (baixo teor de 6leo) 30 58700 0,2 51927

Microalga (médio teor de 6leo) 50 97800 0,1 86515

Microalga (alto teor de 6leo) 70 136900 0,1 121104
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Microalga
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Figura 20 - Comparacao de microalgas com outras fontes de dleo para fabricacéo de biodiesel [62].

A Tabela 7 apresenta o teor de 6leo e a produtividade de diversas espécies de microalgas,

quer de agua salgada quer de agua doce.

Tabela 7: Teor de 6leo e produtividade de diferentes espécies de microalgas [7].

o Produtividade Produtividade
Teor de 6leo Produtividade

) ) . volumétrica de superficial de
Espécies de microalga (% de biomassa de 6leo ) )
) biomassa biomassa
em base seca) (mg/L/dia) ) )
(g/L/dia) (g/m2/dia)
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0 0,036-0,041 0,91-0,97
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2-40,0 0,02-0,20 0,57-0,95
Chlorella minutissima [62] 57
Chlorella sp. 10,0-48,0 42,1 0,02-2,5 1,61-16,47
Dunaliella salina 6,0-25,0 116 0,16-0,24 1,6-3,5
Nannochloris sp. 12,0-53,0 37,6-90,0 0,17-1,43 1,9-5,3
Phaeodactylum tricornutum 18,0-57,0 44,8 0,003-1,9 2,4-21
Porphyridium cruentum 9,0-18,8 34,8 0,36-1,50 25
Scenedesmus sp. 19,6-21,1 40,8-53,9 0,03-0,26 2,43-13,52
Tetraselmis suecica 8,5-23,0 27,0-36,4 0,12-0,32 19
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Uma forma de maximizar a producdo de lipidos numa microalga, € tornar um dos
nutrientes limitante (normalmente o azoto) enquanto se fornece carbono em excesso que ao
ser assimilado é convertido em lipidos pelas células [63,64]. Assim supfe-se que um
crescimento de biomassa algal em dois estagios em continuo poderia ser vantajoso para o
enriquecimento da alga em 6leo. Numa primeira fase seria feita o crescimento da biomassa
com abundancia de nutrientes, e numa segunda fase suprimam-se os nutrientes de modo a

aumentar a fracdo lipidica [65].

A producdo de biodiesel em larga escala a partir da biomassa de microalgas, requer um
controlo minucioso de todas as variaveis, tornando-se economicamente vidvel se se
utilizarem efluentes liquidos como nutrientes e dioxido de carbono de efluentes gasosos
gerados em instalacbes industriais e com a extracdo de componentes de alto valor

acrescentado [7].
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Capitulo 3 - Material e Métodos

Todos os materiais utilizados na manutencdo dos cultivos e nos ensaios experimentais
foram criteriosamente esterilizados, a fim de evitar possiveis contaminacdes cruzadas. As
tomas para medicdo foram feitas em atmosfera estéril a chama de bico de Bunsen. Todo o
material de vidro foi esterilizado em estufa a 180°C durante 2 horas. As pontas das
micropipetas foram esterilizadas em autoclave a 120°C, por 30 min, conforme rotina do
laboratorio.

Os fotobiorreatores foram lavados com hipoclorito de sédio 5mL/L durante 15min,
fazendo-se de seguida a neutralizagdo do cloro ativo com tiossulfato de sédio com 2,5ml/I
de concentragéo 250g/L [66].

3.1 - Meio de cultura e reagentes

3.1.1 - Meio de cultura
O meio de cultura utilizado foi o meio sintético M7, meio este indicado pela Algoteca da
Universidade de Coimbra e cuja composi¢cdo e preparacdo se indicam nas tabelas

seguintes.

Tabela 8 — Composicéo de 1L de meio M.

Solucéo aquosa Volume de
(% m/V) solucdo

KNO; 1 10
MgSQO,.7H,0 0,1 10
(NH,),HPO, 0,2 5

CaSO, Saturada 10
Extrato de solo - 20
Extrato de Spagnhum - 10
Agua destilada - 930
Micronutrientes - 5

Vitamina B12 5x10° g -
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Extrato de solo — Pesar 200g de solo de jardim ndo muito rico em hamus, fertilizantes ou
outros agentes quimicos. Juntar 1 litro de agua e esterilizar por aquecimento durante 1
hora. Separar o decantado por centrifugacdo. Levar a autoclave durante 1 hora, a 1 atm,

trés dias consecutivos. Guardar no frigorifico.

Extrato de spagnhum — Pesar 50g de spagnhum seco, juntar 1,5 litro de &gua e esterilizar
por aquecimento durante 1 hora. Decantar. Levar a autoclave durante 1 hora, a 1 atm, trés

dias consecutivos. Guardar no frigorifico.

Figura 21 — Colheita de spagnhum no campus do IPT.

Vitamina B, - Juntar em solucdo esterilizada depois de levar a autoclave.

Tabela 9 — Composicéo da solucdo de micronutrientes.

Soluc¢éo aquosa Volume de

(% m/V) solucéo
ZnS0,.7H,0 0,1 1ml
MnS0,.4H,0 0,1 2 ml
H3BOs 0,2 5 ml
Co(NOs),.6H,0 0,02 5ml
Na,M00,.2H,0 0,02 5ml
CuS0,.5H,0 0,0005 1ml
Agua destilada - 981 ml
FeSO,.7H,0 - 0,79
EDTA - 0849
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Preparar as duas solucdes seguintes:
Sol. I - 881 ml de agua destilada + volumes indicados dos sais sem FeSO4.7H,0 +
0.4 g EDTA;
Sol. 11 - 100 ml de &gua destilada + 0.7 g de FeSO,4.7H,O + 0.4 g EDTA,;

Autoclavar em separado.

Juntar apo6s arrefecimento.

3.1.2 — Reagentes
A seguir apresenta-se a lista de reagentes utilizados na preparacdo do meio My.

Sulfato de célcio anidro, Fisher Chemical, pureza quimica
Sulfato de zinco heptahidratado, Panreac, >99%

EDTA, May & Baker, >98.5%

Cloreto de cobalto hexahidatado, Riedel-de-Haen, >99%
Dihidrogenofosfato de aménio, Panreac, >96%

Nitrato de potassio, Panreac, >99%

Acido borico, Pronalab, P.A.

Sulfato de magnésio heptahidratado, Pronalab, P.A.
Molibdato de sédio, May & Baker, >99%

Sulfato de ferro heptahidratado, Fluka, P.A.

Sulfato de manganés (I1) tetrahidratado, Riedel-de-Haen, >99%
Sulfato de cobre pentahidratado, Pronalab, >99%
Vitamina B12, Merck, P.A.

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥y ¥y ¥ ¥y ¥y Yy vy

3.2 - Microalga e condicdes de manutencao

Na realizacdo desta pesquisa foram utilizadas estirpes de microalgas Chlorella sp e
Chlorella minutissima. A escolha das microalgas teve em conta o seu elevado teor em 6leo
referido na literatura, proximo dos 40% para a Chlorella sp [7] e 57% para a Chlorella

minutissima [62].
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a) b)
Figura 22, a e b — Fotografia de Chlorella sp e Chlorella minutissima (Observada em microscdpio
Olympus CH30, ampliagdo 1000x, fotografado com cadmara BMS Systems ST070320007)

As estirpes das microalgas foram compradas a algoteca da Universidade de Coimbra
(ALGOI), em blisters de 5 ml. Um mililitro da estirpe original foi diluido de 1:5 em meio
M-, e colocado em baldo Erlenmeyer esterilizado com rolha permeével a gases, tendo sido
guardado em local iluminado com luz natural para manuteng&o da estirpe pura.

A restante quantidade foi inoculada de 1:5 em meio My, e colocado em baldo Erlenmeyer
esterilizado com rolha permeavel a gases, 0s quais foram mantidos em incubadora Stuart
scientific orbital incubator SI50 com agitacdo orbital permanente de 100 rpm, a
temperatura de 28 + 2°C e dotada de sistema de iluminacdo com 2 lampadas de 20W
promovendo uma intensidade luminosa de 2000 Lux e controlo de fotoperiodo 12 horas de
dia 12 horas de noite, utilizadas posteriormente como indculos nos Vvarios ensaios

experimentais.

Figura 23 — Crescimento de indculos em incubadora orbital.
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

A estirpe original foi mantida fazendo-se repicagens e dilui¢cdes de 1:10 em meio My de 3
em 3 semanas e conservando sempre trés geracOes. As geracOes descartadas foram
inoculadas de 1:10 em meio M7 num total de 100ml, nas mesmas condicdes ja indicadas e

utilizadas como in6culos nos ensaios experimentais.

—

4"13“65 , nova

repicagem

Tubo de ensaio \

In6culos puros — Repicagens —

N

|

Erlenmeyer

Figura 24 — Esquema de manutengdo da estirpe inicial do inéculo puro [67].

3.3 - Fotobiorreator

Apobs analise pormenorizada dos diversos tipos de fotobiorreatores, optou-se por
dimensionar um reator tubular de coluna de bolhas. Escolheu-se este tipo de reator devido
a sua facil montagem/desmontagem permitindo uma melhor lavagem entre crescimentos.
As bolhas ascendentes na coluna homogeneizam o meio diminuindo a sedimentacdo da

microalga, esta agitacdo é também relativamente inGcua para 0 microrganismo o que nao
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aconteceria num reator com agitacdo mecénica. O material escolhido foi o acrilico devido
ao seu facil dimensionamento e transparéncia permitindo a passagem da luz.

Saliente-se ainda que neste tipo de reatores € maximizada a area de exposicao a luz.

Para o dimensionamento foram tidos em conta os parametros recolhidos na literatura [29],
[68], [69], [70]:

- Razéo diametro-altura: 1:10;

- Razdo éarea superficial/volume: elevada;

- Camisa de arrefecimento/aquecimento;

O reator é constituido por dois tubos cilindricos concéntricos, sendo o interior o reator
propriamente dito, e o de fora a camisa de termostatizacao. O reator foi construido em tubo
acrilico, com espessura de 3 mm, altura 49,5 cm e didmetro 7 cm. Por razdes de
disponibilidade industrial do acrilico, ndo foi possivel manter a razdo didmetro-altura de
1:10, ficando com o valor de 1:7.

Alimentacdo

|
2

wr

— Saida de dgua

A

Entrada e Saida de gases <

49.5cm

| Pedra difusora

Entrada de dgua

Figura 25 — Representacdo esquematica do reator.
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A camisa tem um didmetro de 10 cm e altura de 49,5 cm. Foram cortadas bases quadradas
com dois encaixes rebaixados de 3mm de largura e espessura, com 4 furos onde entram 0s
vardes roscados de inox para selagem do reator. A tampa do reator contém mais trés furos,
dois de 6 mm para passagem das mangueiras de ar e de CO,, e outro de 10 mm para
alimentacéo do reator.

A estanquicidade do reator foi garantida pela utilizacdo de o-rings de didmetro igual ao dos
encaixes cortados nas bases.

O reator apresenta um volume util de 1,9L e uma razdo &rea superficial/volume de valor
57m™,

1. Tubo exterior;

2. Tubo interior;

3. Topo do reator, com encaixes (8),
furacdo para entrada e saida de
gases;(4) e furagdo para alimentacgdo
(5);

6. Base do reator, com encaixes (8) e
furagdo para fixacdo do vardo
roscado (7);

9. Orificio para entrada de agua de
termostatizacdo, no topo oposto tem
um orificio igual para saida de agua;

10. e 11. Pecas roscadas para encaixe da
mangueira de agua de
termostatizacéo;

12. Porcas quadradas em inox de
encaixe em (7);

13. Porcas de orelhas em inox para
fixacdo da base, aos tubos e ao topo
do reator;

14. Vardo roscado em inox;

Figura 26 — Material utilizado na montagem do reator.
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d)

Figura 27 — Fotografias do fotobiorreator:
a) Fotobiorreator;
b) Pormenor de topo, onde se destaca a saida de agua;
¢) Pormenor da base, onde se destaca a entrada de agua;
d) Pormenor da tampa, onde se destacam o orificio
central para alimentacdo do reator, e os dois orificios

periféricos destinos a entrada e saida de gases;

3.4 - Ensaios de crescimento em baldo Erlenmeyer com meio My

O crescimento das microalgas foi realizado em baldo Erlenmeyer de 1L esterilizado com

rolha permedvel a gases, inoculada de 1:10 em meio M7 num total de 400mL com o0s
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crescimentos feitos previamente, os quais foram mantidos em incubadora stuart scientific
orbital incubator SI50 com agitagdo permanente de 100 rpm, & temperatura de 28 + 2°C e
dotada de sistema de iluminacdo com 2 lampadas de 20W, tipo luz-do-dia, promovendo
uma intensidade luminosa de 2000 Lux e controlo de fotoperiodo 12 horas de dia 12 horas
de noite.

O acompanhamento do crescimento foi feito diariamente, medindo a densidade 6tica (DO)
em tomas de 2mL, recolhidas sob atmosfera esterilizada a chama do Bico de Bunsen. As
absorvancias foram lidas a 570nm em espetrofotometro DRLANGE Cadas 100, e
posteriormente convertidas em concentracdo através de curvas de calibracdo que
relacionam o valor da concentragcdo da microalga em suspensdo com o valor da DO. A
cada amostra foi controlado também o pH da cultura, através de medicdes feitas em
aparelho CRISON Microph2000.

Figura 28 — Desinfecéo da boca do baldo Erlenmeyer a chama, com a consequente recolha de 2mL com

micropipeta em atmosfera esterilizada [67].

3.5 - Ensaios de crescimento em Fotobiorreator

3.5.1 — Crescimento com CO; em meio My

Os crescimentos foram efetuados em fotobiorreator climatizado com sistema de iluminagdo
fornecido por 2 lampadas fluorescentes de 20W cada (2000 lux no total) tipo luz-do-dia e
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. A agitagéo foi realizada pela injecdo de ar de 5 em 5
horas e por injecdo continua de CO, puro a um caudal de 2,9 L/hora, através de pedras
difusoras colocadas no fundo reator. Para cada crescimento foi utilizado 1,4L de meio de

cultura M7 em conjunto com a microalga nele inoculada, com um fator de dilui¢do de 1:10.
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A temperatura foi mantida a 30 £ 2°C, temperatura considerada ideal [71], sendo &gua
termostatizada reciclada pela camisa do reator, proveniente de banho Grant Lauda A100
equipado com bomba peristaltica Watson Marlow 313s.

O acompanhamento do crescimento foi feito diariamente, medindo a densidade 6tica (DO)
em tomas de 2mL, recolhidas com pipeta esterilizada através do orificio de alimentacdo do
reator. As absorvancias foram lidas a 570nm em espetrofotdmetro DRLANGE Cadas 100,
e posteriormente convertidas em concentracdo através de curvas de calibracdo que
relacionam o valor da concentracdo da microalga em suspensdo com o valor da DO. A
cada amostra foi controlado também o pH da cultura, através de medicdes feitas em
aparelho CRISON Microph2000.

3.5.2 - Crescimento com CO, em meio My trés vezes mais concentrado

As condi¢bes deste crescimento sdo quase na totalidade iguais as indicadas no crescimento
anterior. A Unica alteracdo feita foi a concentracdo do meio M7, que foi preparado
utilizando o triplo dos valores indicados nas tabelas 8 e 9, resultando, por ineréncia um

meio trés vezes mais concentrado.

3.5.3 - Crescimento com CO; em efluente do tratamento terciario com macrofitas

O efluente terciario utilizado neste ensaio, resulta de um projeto existente no IPT, em que é
utilizado um tanque com enchimento de filtralite® onde foi plantado canico (Phragmites
australis), para tratar um afluente sintetico. Este afluente apresenta uma concentracdo de
fosforo total 9mg/L, azoto total 28mg/L, CQO 35 mg/L e um pH de 7,3. A filtralite e a
macrofita utilizada removem praticamente todo o carbono contido no afluente,
apresentando também um bom rendimento na remocéo de fdosforo e azoto.

Para a preparacdo do meio utilizado neste ensaio, pesaram-se 100g da filtralite do tanque
que se colocaram num litro de &gua destilada. Esta mistura foi agitada durante 48 horas
apos as quais foi filtrada e esterilizada em autoclave, apresentando uma concentracdo de
fosforo total de 2 mg/L e de azoto total de 8 mg/L.

Este meio foi inoculado com Chlorella sp, sendo as restantes condi¢gdes as mesmas dos

crescimentos anteriores.
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3.4 - Recuperacao da biomassa algal

O metodo utilizado para a separacdo da biomassa algal em suspenséo foi a centrifugacao.
Foram feitos ensaios de filtracdo, mas face ao tamanho da alga atingia-se facilmente a
colmatacdo da membrana.

Assim, a biomassa foi separada do meio por centrifugacdo, durante 15 minutos a uma
velocidade de 5300 rpm em centrifuga Labofuge 200.

Apds centrifugacdo a biomassa foi colocada numa caixa de Petri e deixada secar em estufa
WTC Binder a temperatura de 40°C até se atingir peso constante em balanca analitica
Mettler Toledo AB204.

3.5 - Extracéo do Oleo das Microalgas

Para a quantificacdo de lipidios totais foi utilizada a metodologia proposta por Bligh e
Dyer (1959), porém modificada. A extracdo por Soxhlet seria 0 método mais eficaz, no
entanto a quantidade de alga era muito pequena, optando-se por utilizar o método indicado
[65].

3.5.1 — Método de Bligh e Dyer

. Pesar 0,5 g de amostra;

. Adicionar 2 mL de cloroférmio, 4 mL de metanol e 1,6 mL de sulfato de sodio 1,5%;
. Agitar em agitador orbital por 30 minutos;

. Adicionar 2 mL de cloroférmio e 2 mL de sulfato de sodio 1,5%;

. Agitar em agitador orbital 2 minutos;

. Separar as camadas por decantagdo ou centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos;

. Pipetar a camada superior para um tubo de ensaio;

. Adicionar 1 mL de sulfato de sodio 1,5%;
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. Filtrar em papel filtro para um tubo de centrifuga previamente tarado;
10. Deixar em estufa a 100°C por 24 horas para evaporar os solventes;
11. Arrefecer em exsicador por 15 minutos;

12. Pesar;
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3.5.2 - Reagentes
Metanol, Panreac, >99.5%

Cloroférmio, Riedel-de-Haen, >99%
Sulfato de Sédio, Riedel-de-Haen, >99%

3.6 - Reta de calibracéao

As retas de calibracdo para as duas microalgas foram estabelecidas pela leitura da
absorvancia de 10 solucbes padrdo preparadas ap0s o crescimento das microalgas, como

indicado na tabela seguinte:

Tabela 10 — Quantidades medidas para a preparacgédo dos padrdes.

Padréo Volume da solugéo mée (ml) Agua destilada (ml)
1 5 45
2 10 40
3 15 35
4 20 30
5 25 25
6 30 20
7 35 15
8 40 10
9 45 5
10 50 0

De cada padrdo foram retirados 2 ml para leitura da absorvancia em espetrofotdmetro
DRLANGE Cadas 100, os restantes 48 ml foram filtrados a vacuo em membrana de 0,45
um e secas em estufa WTC Binder a 80°C até peso constante em balanca analitica Mettler
Toledo AB204.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1 — Microalgas

As microalgas estudadas pertencem a divisdo Chlorophyta, ordem Chlorococcales, género
Chlorella. Estas espécies, quando cultivadas em meio liquido e com agitacdo constante,
apresentam células individualizadas de coloragdo verde. Tém forma esférica e possuem
clorofilas a e b responsaveis pela sua cor. A espécie Chlorella minutissima tem tendéncia
para se agrupar em coldnias, o que implica uma sedimentacdo mais rapida, sendo
necessario ter atencdo a agitacdo para impedir a sua sedimentacdo no fundo do no

fotobiorreator.

Figura 30 - Fotografia de Chlorella minutissima, com ampliagdo 1000x em microscopio Olympus CH30.

Capitulo 4 — Resultados e Discussédo [P 4 gina- 49 .



A partir da observagdo microscépica, foi possivel medir o seu tamanho em pixéis,

convertendo-se depois para micrometros com a escala a seguir indicada.
e 26 pixel (em média) corresponde a 10um numa escala de 100x;
o 104 pixel (em média) corresponde a 10um numa escala de 400x;
o 254 pixel (em média) corresponde a 10um numa escala de 1000x.

Foram feitas medidas a 1000x resultando o tamanho das microalgas como indicado na
tabela seguinte:

Tabela 11 — Tamanho das microalgas.

Microalga Tamanho
Chlorella sp 7+1 pm
Chlorella minutissima 4+1 pm

4.2 - Curvas de Calibracéo

4.2.1 - Chlorella sp
Para a obtencéo da curva de calibragdo foi seguido o procedimento indicado anteriormente,

e para o qual se apresentam a seguir algumas imagens:

Figura 31 — Fotografia dos 10 padrdes preparados.

Figura 32 — Fotografia das membranas ap0s filtracao por vacuo.
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A tabela 10 representa os resultados do procedimento experimental.

Tabela 12 — Resultados da absorvancia, do peso da biomassa

e da concentracdo para cada solucéo padrao.

Peso da Concentracao

Padrdo  Absorvéancia biomassa do padréo
(@) (mg/L)
1 0,028 0,0010 20,8
2 0,054 0,0027 56,3
3 0,083 0,0044 91,7
4 0,113 0,0061 127,1
5 0,146 0,0078 162,5
6 0,184 0,0098 204,2
7 0,253 0,0116 241,7
8 0,29 0,0142 295,8
9 0,321 0,0156 325,0
10 0,365 0,0178 370,8

A reta obtida ap0s regressdo encontra-se no grafico seguinte e relaciona a concentracédo em

mg/L com a absorvéancia lida:

Chlorella sp

y=998,25x+6,2039
R2=0,9931

=
S
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o
it
S 200,0
-
=)
f=
(]
o
(=
(o]
o

0,2 0,25 0,3
Absorvancia

Figura 33 — Curva de calibracéo para a Chlorella sp.
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O coeficiente de correlagdo dos dados com a reta obtida, é de 0.997 o que indica uma
muita boa relagdo entre a concentracdo da biomassa algal com a absorvancia lida em
espetrofotometro.

Se se quiser obter a concentracdo quando lida a absorvancia utiliza-se a expressao:

C (mg/L) = 998.25 ABS (570nm) + 6.2039

4.2.2 - Chlorella minutissima

Para esta alga o procedimento experimental foi repetido.

Tabela 13 — Resultados da absorvancia, do peso da biomassa

e da concentragéo para cada solugdo padréo.

Peso da Concentracao

Padrdo  Absorvancia biomassa do padréo
(9) (mg/L)

1 0,021 0,0004 8

2 0,045 0,0019 40

3 0,067 0,0038 79

4 0,078 0,0050 104
5 0,107 0,0065 135
6 0,127 0,0080 167
7 0,147 0,0098 204
8 0,171 0,0113 235
9 0,198 0,0129 269
10 0,217 0,0144 300

A reta obtida apds regressdo encontra-se no grafico seguinte e relaciona a concentracdo em

mg/L com a absorvancia lida:
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Chlorella minutissima
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Figura 34 — Curva de calibragdo para a Chlorella minutissima.

O coeficiente de correlagdo dos dados com a reta obtida, € de 0.999 o que indica uma

muita boa relacdo entre a concentracdo da biomassa algal com a absorvancia lida em
espetrofotémetro.

Se se quiser obter a concentragdo quando lida a absorvéancia utiliza-se a expresséo:

C (mg/L) = 1487.9 ABS (570nm) — 21.1

4.3 - Crescimento em baléo Erlenmeyer

4.3.1 - Chlorella sp

Apos a recolha diaria da absorvancia e do valor do pH do meio, foram calculadas as
respetivas concentragdes através da curva de calibracdo estabelecida previamente, tendo

resultado a curva de crescimento e de evolucdo do pH, apresentadas a seguir:
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Chlorella sp

y=10,0664x +3,7919
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Figura 35 — Curva de crescimento para a Chlorella sp em baldo Erlenmeyer.

Como é facilmente observavel pelo gréfico, pode-se concluir que a microalga nao
apresenta uma curva de crescimento caracteristica, ndo apresentando uma fase estacionaria
nem a fase de morte, mostrando apenas uma fase de crescimento exponencial, mas com
uma taxa especifica maxima, constante e muito baixa. Este facto explica-se pelo facto de o

meio M7 ndo ser um meio de crescimento mas sim de manutencdo da microalga, com claro

défice do nutriente carbono.

Chlorella sp
. =

y = 0,0969x + 6,7085 /
RZ= 0,9055’ /
/

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
Tempo (dia)

Figura 36 — Variacdo do pH para Chlorella sp em bal&o Erlenmeyer.
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Por observacdo do grafico pode-se observagdo que o pH foi aumentando de uma forma

linear ao longo do crescimento.

4.3.2 — Chlorella minutissima
Procedeu-se de igual modo como indicado para a microalga Chlorella sp, resultando a

curva de crescimento e de variagdo de pH indicadas a seguir:

Chlorella minutissima

80

60

=
S

]
£
(@)
5

40

20

0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Tempo (dia)

Figura 37 — Curva de crescimento para a Chlorella minutissima em baldo Erlenmeyer.

Chlorella minutissima

>

y=0,0317x + 6,2419 <

0,9125
)/y <

’ /‘,

R2
n

10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
Tempo (dia)

Figura 38 — Variacao do pH para Chlorella minutissima em baldo Erlenmeyer.
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Por observagdo das figuras 36 e 37 podem-se tirar as mesmas conclusdes ja feitas para a

microalga Chlorella sp.

4.4 — Ensaios em fotobiorreator

4.4.1 - Crescimento com CO,em meio M+

4.4.1.1 - Chlorella sp
O crescimento desta microalga foi feito de acordo com as condi¢Bes ja mencionadas. A

imagem seguinte retrata o reator com a respetiva alga.

Figura 39 — Imagem do fotobiorreator com microalga Chlorella sp.

Apos recolha diaria do valor da absorvancia e da medida do pH, construi-se a curva de

crescimento e curva de variagdo do pH a seguir indicadas.
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Chlorella sp

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Tempo (Dias)

Figura 40 — Curva de crescimento para a Chlorella sp em fotobiorreator.

Observa-se claramente uma curva caracteristica de crescimento de uma microalga, em que

a fase exponencial de crescimento se situa entre 3° e 0 9° dias.

Chlorella sp

’y =0,4975In(x) + 6,1186

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Tempo (dias)

Figura 44 — Variacdo do pH para Chlorella sp em fotobiorreator.

O pH variou bastante ao longo do crescimento. A melhor correlagdo é um crescimento
logaritmico como demonstrado na figura, e que confirma o observado por outros autores
[78].
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4.4.1.2 - Chlorella minutissima

O ensaio com esta microalga encontra-se descrito nas imagens seguintes:
¢ N7

Figura 42 — Imagem do fotobiorreator com microalga Chlorella minutissima.

Nesta imagem pode-se observar no topo do reator, que esta microalga forma um bio filme

sobre a parede de acrilico, o que ndo aconteceu com a Chlorella sp.

Apos recolha diaria do valor da absorvancia e da medida do pH, construi-se a curva de

crescimento e curva de variagdo do pH a seguir indicadas.

Chlorella minutissima
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Figura 43 — Curva de crescimento para a Chlorella minutissima em fotobiorreator.
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O gréfico ndo é tdo delineado como aconteceu para a Chlorella sp., no entanto, permite

observar uma zona clara de evolugéo exponencial entre 0 6° e 0 17° dia.

Chlorella minutissima

e s

v=02334
Y U, 209 .lﬂ-(-)(-)+5—37—2-97,

R<=0,5535
n Y,

10,00 15,00 20,00
Tempo (dias)

Figura 44 — Variacdo do pH para Chlorella minutissima em fotobiorreator.

O pH variou bastante ao longo do crescimento. Verificou-se também que a melhor

correlacdo é um crescimento logaritmico como demonstrado na figura.

4.4.2 — Crescimento com CO, em meio M7 trés vezes mais concentrado

4.4.2.1 - Chlorella sp
O crescimento foi feito como ja indicado. A imagem seguinte representa os dois reatores

gue permitiram o crescimento das duas microalgas em meio mais concentrado.

Figura 45 — Imagem dos fotobiorreatores com microalga Chlorella minutissima

a esquerda e microalga Chlorella sp, a direita.
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Com os dados recolhidos foram construidas as curvas de crescimento e de varia¢do do pH

da microalga.

Chlorella sp

In C (mg/L)

10,00 15,00
Tempo (dia)

Figura 46 — Curva de crescimento para a Chlorella sp em fotobiorreator com meio mais concentrado.

Pode-se observar que a fase lag foi mais curta que no crescimento em meio menos
concentrado. Observa-se a curva caracteristica de crescimento de uma microalga, em que a

fase exponencial de crescimento se situa entre 3° e 0 13° dias.

Chlorella sp

*

4 = 0,2414In(x) + 6,1249
R?=0,6602

10,00
Tempo (dia)

Figura 47 — Variacao do pH para Chlorella sp em fotobiorreator com meio mais concentrado.
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Volta-se a observar uma variagdo muito grande do pH, em que a melhor correlacéo € a

logaritmica indicada.

4.4.2.2 - Chlorella minutissima
Os ensaios com esta microalga foram inconclusivos. Fizeram-se dois crescimentos mas em

ambos a microalga morreu.

4.4.3 - Crescimento com CO, em efluente do tratamento terciario com macrofitas
Este estudo foi feito apenas para a microalga Chlorella sp. Observou-se um crescimento
muito lento. Por falta de tempo néo foi possivel repetir o ensaio pelo que néo foi possivel

tirar conclusoes.

4.5 - Parametros cinéticos

Modelagem matematica de processos biotecnoldgicos

Existem diversos parametros que podem ser acompanhados no desenvolvimento celular
através de equagdes matematicas. Pardmetros como a taxa maxima especifica de
crescimento, p (dia™), a concentracdo massica maxima, Cmax (Mg/L), a produtividade
méaxima, Pmax (Mg/(L.dia)) e o tempo de duplicacdo da biomassa podem assim ser
calculados, durante o crescimento equilibrado (quando os microrganismos se encontram
completamente adaptados e inseridos num meio adequado), a duplicacdo da biomassa €
acompanhada da duplicacdo de todas as outras propriedades mensuraveis (proteina, DNA,

RNA, entre outras moléculas organicas).

Taxa maxima especifica de crescimento
O crescimento equilibrado apresenta, normalmente, uma cinética equivalente a uma reagao

de primeira ordem igual & que € apresentada na equacéo [64]:

X
- X 3)
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Onde:
dX/dt — Variagdo da concentracdo de biomassa em relacéo ao tempo (mg/(L.dia));
X — Concentracdo de biomassa (mg/L);

W - Taxa especifica de crescimento (dia™);
Na fase de crescimento exponencial, a esta equagdo pode ser integrada entre Xy € X;, no
intervalo de tempo em que dura a fase de crescimento exponencial, se se considerar que a
fase de crescimento exponencial se inicia no tempo t, e termina no tempo t, obtém-se a
equacéo:

In(X) = In(X,o) + p. (t — o) 4)
A equacdo (4) corresponde a linearizacdo da equacédo (3) e apresenta como declive a taxa

especifica de crescimento. Na figura a seguir apresenta-se a interpretacdo grafica da

equacao.

Ln (X) (mg/L)

Declive = n

Ln (Xo (mg/L)

v

t (dia)
Figura 48 — Regresséo linear da curva de crescimento na fase de crescimento exponencial.

Tempo de duplicacéo

tg =— (5)
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Concentragdo méaxima

A concentracdo celular maxima é o maximo valor de concentracao obtido em mg/L.

Produtividade méaxima

_ Xi—Xo
=t (6)

Em que,
P — Produtividade (mg/(L.dia))

A produtividade maxima é a maior das produtividades calculadas.

Remocao de carbono [72]
A acumulacgdo de carbono pelas células pode ser calculada somando as parcelas obtidas

pela equacdo seguinte, no tempo que demorou o0 ensaio.

RC = (X, — X;). ac.v.MMC—‘C’Z )

Em que:

RC — Remocéo de carbono (g)

ac — Fragdo méssica de carbono na microalga

V — Volume liquido do reator (L)

Mco2 — Massa molar do diéxido de carbono (g/mol)

M¢c — Massa molar do carbono (g/mol)
A tabela seguinte apresenta os valores de taxa méxima especifica de crescimento, tempo de

duplicacdo, producdo maxima e de remocdo de carbono para os ensaios realizados. Os

calculos pormenorizados apresentam-se no anexo |.
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Tabela 14 — Parametros cinéticos

Taxa . .
. B Producdo  Remocéao
L maxima Tempo de Concentragéo .
Condicbes e . L o maxima de
) especifica duplicacao Maéaxima
microalga ) ) P max carbono
crescimento tp (dia) Cmax (Mg/L) )
- (mg/(L.dia) (mg)
H (dia™)
Chlorella
y 0.07 10 296 9 191
Baldo sp
Erlenmeyer Clorella
o 0.04 16 98 4 67
minutissima
Chlorella
) 0.15 4,6 343 31 800
Fotobiorreator sp
Meio M, Clorella
. 0.07 10 230 11 557
minutissima
Chlorella
) 0.16 4,3 378 22 862
Fotobiorreator sp
Meio My (3x) Clorella )
o Morte da microalga
minutissima

Fotobiorreator ~ Chlorella . ]
o A Crescimento muito lento
Meio filtralite sp

Pela andlise dos parametros registados na tabela anterior podemos concluir que os valores
obtidos séo bastante mais baixos que os indicados na literatura [7, 23, 24]. Este facto deve-
se muito provavelmente & grande dificuldade verificado no controlo do caudal de CO,
injetado, bem como um défice de luminosidade, que prejudicaram o crescimento mais

rapido das microalgas.

4.6 - Recuperacao da biomassa algal
Apbs os crescimentos realizados, procedeu-se a centrifugacdo da microalga em suspenséo,
para a sua recuperacdo. As imagens seguintes mostram a microalga colocada em tubos de

centrifuga, antes e depois da centrifugacéo.
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Figura 49 — Centrifugacéo da microalga:
a) Microalga antes da centrifugacéo

b) Microalga depois da centrifugacdo

Apo6s centrifugagdo a microalga foi seca até peso constante. As figura 47 retratam a
microalga Chlorella sp ap6s secagem em estufa e as figuras 48 a) e b) as duas microalgas

apos serem retiradas da caixa de Petri.

Figura 50 — Microalga Chlorella sp ap6s secagem.

(@ (b)

Figura 51 — Chlorella sp seca (a) e Chlorella minutissima seca (b)
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4.7 - Extracio do Oleo das Microalgas

A extracdo do oleo foi feita pelo método indicado, as figuras seguintes documentam

algumas das fases desse método.

a) b) c)
Figura 52 — Fases da extragéo do 6leo:
a) alga seca
b) Apds agitacio com solventes

c) Ap6s centrifugacéo

Ap0s secagem em estufa até peso constante registou-se um teor em 6leo de 38.5% para a
Chlorella sp e de 20.6% para Chlorella minutissima, valores consonantes noutros trabalhos
[7], mas que devem ser confirmados em trabalhos futuros.
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Capitulo 5 - Concluséao e sugestdes de trabalhos futuros

A primeira parte deste trabalho passou pelo dimensionamento de um fotobiorreator, capaz
de promover o crescimento de biomassa algal. Este objetivo foi claramente conseguido, o
fotobiorreator desenhado é claramente funcional, resistente e de facil limpeza. Garantiu-se
a estanquicidade, a termostatizacdo do meio de crescimento e uma muito facil operacéo.
Este sucesso comprova-se pelos ensaios conseguidos, sob diversas condi¢cOes e com
diferentes microalgas.

A grande dificuldade verificada esteve relacionada pela agitacdo do meio de crescimento.
Em trabalhos futuros podera ser ponderada uma forma e uma colocacéo diferentes para a
difusdo do gas carbonico. Esta solucdo podera passar pelo desenho de um difusor,
dispensando a pedra difusora, e a sua fixacdo no fundo do reator. Poder-se-4 ainda
ponderar a colocagdo de uma chicana no centro do reator, de forma a obter-se um reator do
tipo air-lift, que varios autores consideram mais eficiente na difusdo gas-liquido [68, 69].

Apos a realizacdo dos ensaios descritos, pode-se concluir que a microalga Chlorella sp, é
claramente mais eficiente do que a Chlorella minutissima, isto apesar de diversas
referéncias bibliograficas consultadas afirmarem o contrario. Foram feitos contactos com a
Algoteca de Coimbra no intuito de encontrar uma explicacdo para o facto, ndo se tendo
chegado a uma razdo satisfatéria. E provavel que a estirpe adquirida estivesse
enfraquecida, por alguma razdo, o que sé se podera confirmar fazendo ensaios com uma

outra estirpe de Chlorella minutissima em trabalhos futuros.

Pela analise dos parametros cinéticos da tabela 13, pode-se concluir que embora o
crescimento da microalga Chlorella sp ndo tenha acontecido conforme o esperado,
atingindo valores de taxa méaxima especifica de crescimento, tempo de duplicagéo,
producdo maxima, concentragdo maxima e de remocdo de dioxido de carbono bastante
modestos, € uma microalga que pode ser claramente utilizada para o fim proposto. Assim
pode-se concluir que o crescimento desta microalga em meio M- serd o mais indicado para
a mitigacéo de dioxido de carbono, mesmo tendo em conta, que 0s parametros cinéticos
sdo ligeiramente inferiores aos obtidos com meio M; mais concentrado, mas que

obviamente serd4 economicamente mais favoravel, visto que a diferenga verificada nos dois
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crescimentos ser muito pequena, quando comparada com o custo do deste meio mais
concentrado, trés vezes superior. Os valores obtidos permitem observar, que para um
crescimento de 1000 m® de meio, valor bastante conservador em termos industriais,
conseguem-se produzir aproximadamente 310 kg de biomassa algal, que correspondem a
uma mitigacdo de 570 kg de CO,, isto para um ciclo de 11 dias. Se considerarmos 25
ciclos anuais, obtém-se 7750 kg de biomassa produzida, dos quais cerca de 3000 kg s&o
oleo e fixando 14250 kg de CO,.

Otimizando o processo estes valores poderdo ser substancialmente aumentados. A
otimizacdo do processo passa por um estudo de parametros como luminosidade e pH mais
adequados, que possibilitem um mais rapido e maior crescimento, um meio nao sintético,
mesmo que tenha que ser enriquecido com oligoelementos e vitaminas, ou ainda uma
microalga com maior rendimento. A temperatura é outro fator a ter em conta,
considerando-se, no entanto, que se trabalhou com a temperatura ideal, como indicado por
Grossman et al. [65], ou Chinnasamy et al. [71]. Apresenta-se assim um vasto campo de

investigacao futuro.

Luminosidade

A iluminacdo do reator foi feita recorrendo-se a duas lampadas tipo luz do dia, num ciclo
de 12 horas claro, 12 horas de escuro, e que produziam uma intensidade luminosa de 2000
lux. Relativamente ao ciclo claro-escuro escolhido, parece-nos ser o mais indicado, uma
vez que se caminha para uma instalacdo a ser implementada ao ar livre, portanto com
condicBes proximas das utilizadas, no entanto, este topico ja foi alvo do estudo de autores,
e que concluiram que ndo € o que produz maior rendimento, o ensaio de Bouterfas et al.
[73], em que se fez variar o fotoperiodo, mostrou que o crescimento maximo se verifica
sob radiancia constante (24 h). No entanto, a partir das 15 h de radiancia a variagdo no
crescimento ficou cada vez mais impercetivel. O autor concluiu que 9h na auséncia de luz
sdo suficientes para a fase escura da fotossintese.

Face aos estudos feitos por outros autores, parece-nos que a luminosidade utilizada foi
claramente insuficiente. Jacob-Lopes et al. [34], fizeram um estudo com diferentes

intensidades luminosas verificando que mesmo com 11000 lux ndo provocou o fendmeno

P&gina -68|Capitulo5— Conclusdo e sugestdes de trabalhos futuros



Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

de foto inibicdo celular, uma vez que nestas condi¢Oes, registaram elevadas taxas de
crescimento. Por outro lado, observaram que quando os cultivos foram conduzidos a 960
lux, houve reducdo pronunciada do crescimento celular, sugerindo que nestas condi¢des ha
limitacdo da energia necessaria para a sequéncia da reacdo fotossintética. Diversos
trabalhos, Kitaya et al. [74], Molina Grima et al. [75], Pulz & Scheinbenbogen [76] e Lee
& Low [77], demonstram o efeito inibidor de luminosidades inadequadas. De acordo com
estes autores, a atividade fotossintética eleva-se com o aumento da irradiacdo até
determinados valores em que comeca a ocorrer inibicdo do crescimento celular.

Em trabalho futuro dever-se-&4 ponderar o aumento do nimero de lampadas, aumentando,

assim, a intensidade luminosa.

pH

Nos estudos efetuados em fotobiorreator constatou-se uma clara dificuldade no controlo do
pH, como é facilmente percetivel nas figuras 40, 43 e 46. Alias esta foi a principal
dificuldade ao longo de o trabalho experimental, e esta diretamente relacionada com o
facto de néo se dispor de controladores de caudal de gases. Existiu, portanto, uma enorme
dificuldade em controlar a quantidade de CO, injetada o que provocou flutuagdes nos
valores do pH, uma vez que tendencionalmente deveria subir ao longo do crescimento da
microalga, mas quando um excesso de gas era injetado acidificava o meio prejudicando o
crescimento. Em ensaios futuros, este serd quanto a nés, o primeiro problema a abordar, de

forma a permitir um controlo do valor do pH, que deverd aumentar durante o crescimento.

A elevacédo gradual do pH em fungéo do tempo de residéncia no reator € acompanhada do
aumento da massa celular no fotobiorreator. De acordo com Lee, Apel e Walton [78], a
elevacdo do pH em cultivos fotossintéticos é um indicador do consumo de carbono
inorganico devido ao crescimento celular. Estes autores reportam que o incremento do pH
no meio de cultivo é atribuido a dois mecanismos principais; primeiro, ocorre o transporte
de iGes hidroxido para o exterior da célula, através da reacdo catalisada pela enzima
anidrase carbonica durante a conversdo dos iGes bicarbonato dentro da célula para fornecer
CO, a reacdo fotossintética, elevando o pH do meio de cultivo. Um segundo mecanismo

potencial ¢ o aumento do pH devido a atividade da enzima ribulose-1,5-bifosfato
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carboxilase cuja atividade depende sensivelmente do pH, aumentando a medida que o pH
se eleva.

Todo o trabalho experimental foi realizado com injecdo de CO, puro pressurizado. Em
trabalhos futuros sera interessante diluir o didxido de carbono num solvente inerte como
por exemplo o azoto, considerando diversas concentracdes até se atingir a concentragao
Otima. Até porque embora as microalgas utilizadas suportem muito elevados teores de CO,
em solucdo, em condi¢Oes industriais, a percentagem de didxido de carbono em gases
efluentes é reduzida. Numa utilizacdo pratica do processo para sequestro de carbono sera
interessante ter valores mais proximos possivel de efluentes gasosos reais, nomeadamente
10-12% que sdo os valores tipicos para a queima de combustiveis fésseis [79]. Diversos
autores ja fizeram estes estudos, de acordo com Cheng et al. [80], a concentracdo de
diéxido de carbono na corrente de ar do fotobiorreator € um pardmetro determinante no
cultivo fotossintético de microalgas, ja que a concentracdo deste composto ndo devera ser
excessivamente baixa, de modo a limitar a disponibilidade de carbono as células, e também

ndo devera exceder um limite superior, evitando problemas de inibicdo de crescimento.

Meio

O meio utilizado foi 0 meio sintético M; que tem as condi¢fes necessarias para 0
crescimento das microalgas estudadas. Face aos baixos parametros cinéticos registados
tentou-se aumentar a concentracdo deste meio, até porque € um meio de manutencgdo e ndo
de crescimento. O efeito da concentracdo ndo foi significativo. Tentou-se ainda optar por
um meio de um tratamento resultante do tratamento terciario de um efluente sintético por
macrofitas. A microalga ndo morreu neste meio mas também néo cresceu, provavelmente
por falta de oligoelementos e vitaminas necessarias ao seu desenvolvimento. Sera
interessante em trabalhos futuros trabalhar este meio, uma vez que resultaria num ponto
importante a ter em conta para a reducdo das despesas de um projeto que vise a mitigacdo
de dioxido de carbono de gases efluentes de chaminés industriais, tornando-o viavel

economicamente.

P&gina -70]|Capitulo5— Conclusdo e sugestdes de trabalhos futuros



Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Oleo

O teor de 6leo obtido encontra-se entre os encontrados por outros autores. Uma anélise
futura passaria por determinar se seria mais viavel queimar diretamente a biomassa algal
obtida na caldeira de uma unidade industrial, ou se por outro lado se deveria investir na
producdo de biodiesel. Em nosso entender fechar-se-ia um ciclo, aproveitando a biomassa
produzida nos fotobiorreatores para producdo de energia por queima nas caldeiras,
recirculando o dioxido de carbono dai resultante aos fotobiorreatores. Esta situacao
representaria claramente um enorme saldo positivo, quer ambientalmente, quer
economicamente, uma vez que reduziria as despesas com material combustivel na unidade
fabril.
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Anexo | — Calculo de parametros cinéticos

Baldo Erlenmeyer — Chlorella sp

Taxa especifica maxima
Para o calculo desta taxa foi linearizada a zona de crescimento exponencial, de acordo com

a figura seguinte:

Chlorella sp

y = 0,0664x + 3,7919
RZ=0,9835

—
S
Y]
£
(@)
=

N Wb 1O

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Tempo (dia)

Hmax = 0,07 dia™*

Tempo de duplicagéo

Concentracdo maxima

Cmax = 296 mg/I
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Produtividade méaxima

De acordo com a equacao (6), construiu-se a tabela:

Tabela 1.1 — Dados para o calculo da produtividade maxima

Intervalo de t-to X#Xo P
tempo (dia) (dia) (mg/L) (mg/L.dia)
[0,00-0,98] 0,98 14,9 15,17
[0,98-1,93] 1,93 16,7 8,67
[1,93-2,95] 2,95 18,6 6,28
[2,95-4,05] 4,05 23,2 5,73
[4,05-4,99] 4,99 25,1 5,02
[4,99-6,99] 6,99 39,0 5,58
[6,99-8,00] 8,00 43,6 5,45
[8,00-10,02] 10,02 53,8 5,37
[10,02-12,02] 12,02 66,8 5,56
[12,02-14,03] 14,03 76,1 5,43
[14,03-16,00] 16,00 94,7 5,92
[16,00-18,03] 18,03 127,2 7,05
[18,03-19,99] 19,99 144.8 7,24
[19,99-22,00] 22,00 168,9 7,68
[22,00-24,09] 24,09 187,5 7,79
[24,09-27,03] 27,03 217,2 8,04
[27,03-31,00] 31,00 260,8 8,41

Pmax = 9 mg/(L.dia) = 0,009 g/(L.dia)

Remocéo total de carbono

De acordo com

Mcoo
Mc

RC = (Xz - Xl).(lc.v.
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

E considerando que as microalgas apresentam um valor médio de 50% do seu peso em

carbono, obtém-se

RC =191 mg de CO,

Baldo Erlenmeyer — Chlorella minutissima

Taxa especifica maxima
Para o célculo desta taxa foi linearizada a zona de crescimento exponencial, de acordo com

a figura seguinte:

Chlorella minutissima

80

60

40

20

0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Tempo (dia)

Hmax = 0,043 dia™
Tempo de duplicacao

In2

tp = 0043 16 dia

Concentragdo méaxima
Cmax =98 mg/I

Anexo | — Célculo de pardmetros cinéticos |[P 4 g ina - 83 . .



Produtividade méaxima

De acordo com a equacao (6), construiu-se a tabela:

Tabela 1.4 — Dados para o célculo da produtividade maxima

Intervalo de te-t; XeXi P
tempo (dia) (dia) (mg/L) (mg/L.dia)
[0,00-1,03] 1,02 11,9 11,66
[1,03-1,91] 1,90 19,3 10,17
[1,91-2,91] 2,90 17,9 6,15
[2,91-7,33] 7,32 25,3 3,46
[7,33-9,25] 9,24 26,8 2,90
[9,25-11,20] 11,19 34,2 3,06
[11,20-13,31] 13,30 431 3,24
[13,31-16,29] 16,28 67,0 4,11
[16,29-19,37] 19,36 61,0 3,15
[19,37-21,41] 21,40 61,0 2,85
[21,41-26,31] 26,30 77,4 2,94
[26,31-27,43] 27,42 80,3 2,93
[27,43-28,31] 28,30 77,4 2,73
[28,31-29,31] 29,30 87,8 3,00
[19,31-30,39] 30,38 90,8 2,99
[30,39-34,27] 34,26 98,2 2,87
[34,27-35,29] 35,28 110,1 3,12

Pmax =4 mg/(L.dia) = 0,004 g/(L.dia)

Remocao total de carbono

De acordo com
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Mcoo

RC = (X, — X{).0¢. V.
X, 1)(lc Mc

E considerando que as microalgas apresentam um valor médio de 50% do seu peso em

carbono, obtém-se

RC =67 mg de CO;,

Fotobiorreator com meio M7 — Chlorella sp

Taxa especifica maxima

Para o calculo desta taxa foi linearizada a zona de crescimento exponencial, de acordo com

a figura seguinte:

Chlorella sp

vy =0,1494x + 1,301

R2=0,9834
 —

7
6
5
= 4
£
=3
£
2
1
0

Hmax = 0,15 dia™*

Tempo de duplicacao

4,00 6,00
tempo (dia)

Anexo | — Célculo de pardmetros cinéticos [P a gina- 85 .



Concentragdo méaxima

Produtividade méaxima

De acordo com a equacao (6), construiu-se a tabela:

Tabela 1.3 — Dados para o célculo da produtividade méxima

Intervalo de t-to Xi-Xo P
tempo (dia) (dia) (mg/L) (mg/L.dia)
[0,10-0,90] 0,76 1,9 2,44
[0,90-2,01] 1,88 5,6 2,97
[2,01-3,04] 2,90 22,3 7,67
[3,04-4,11] 3,97 56,6 14,27
[4,11-5,09] 4,95 98,4 19,87
[5,09-6,04] 5,90 142,0 24,07
[6,04-7,09] 6,95 2014 28,96
[7,09-8,04] 7,90 2441 30,91
[8,04-9,04] 8,90 262,7 29,52
[9,04-10,04] 9,90 311,0 31,41
[10,04-11,00] 10,86 311,9 28,72
[11,00-13,04] 12,90 2924 22,66

A produtividade maxima registou-se no 9° dia:
Pmax = 31,41 = 0,021 g/(L.dia)

Remocéo total de carbono

De acordo com

M
RC = (X, — X}).0¢. V. N(Im
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

E considerando que as microalgas apresentam um valor médio de 50% do seu peso em

carbono, obtém-se

RC =800 mg de CO,

Rendimento médio da remocao de didéxido de carbono

O reator recebeu cerca de 1,5 kg de CO, durante o tempo que durou a experiéncia, o que

representa um rendimento muito baixo de remocao, aproximadamente 0,05%.
Fotobiorreator com meio M7 — Chlorella minutissima
Taxa especifica maxima

Para o célculo desta taxa foi linearizada a zona de crescimento exponencial, de acordo com

a figura seguinte:

Chlorella minutissima
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24
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0

10,00
Tempo (dias)

Hmax = 0,068 dia™
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Tempo de duplicacao

In2

_0.068= 10 dia

Concentragdo méaxima

Produtividade méaxima

De acordo com a equacao (6), construiu-se a tabela:

Tabela 1.4 — Dados para o célculo da produtividade méxima

Intervalo de t-t; XX P
tempo (dia) (dia) (mg/L) (mg/L.dia)
[0,00-0,89] 0,88 -1,0 -1,13
[0,89-1,89] 1,88 20,0 10,62
[1,89-2,83] 2,82 17,0 6,02
[2,83-5,90] 5,89 29,0 4,93
[5,90-7,06] 7,05 36,0 511
[7,06-7,93] 7,92 46,0 5,81
[7,93-8,86] 8,85 51,0 5,76
[8,86-9,89] 9,88 59,0 5,97
[9,89-13,86] 13,85 133,0 9,60
[13,86-14,86] 14,85 151,0 10,17
[16,94-22,86] 16,93 189,0 11,16
[14,86-16,94] 22,85 217,0 9,50

A produtividade maxima registou-se entre 0 17° e 0 22° dias:

Pmax = 11 mg/(L.dia) = 0,011 g/(L.dia)
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Remocao total de carbono

De acordo com

Mcoo
Mc

RC = (Xz - Xl).(lc.v.

E considerando que as microalgas apresentam um valor médio de 50% do seu peso em

carbono, obtém-se
RC =557 mg de CO,
Rendimento médio da remocéo de didxido de carbono

O reator recebeu cerca de 6.2kg de CO, durante o tempo que durou a experiéncia, 0 que

representa um rendimento muito baixo de remocdo, aproximadamente 0,01%.

Fotobiorreator com meio M7 mais concentrado — Chlorella sp
Taxa especifica maxima
Para o célculo desta taxa foi linearizada a zona de crescimento exponencial, de acordo com

a figura seguinte:

Chlorella sp

y=0,1587x + 3,8745

R%=0,9366
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Tempo (dia)
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Hmax = 0,16 dia™

Tempo de duplicacao

Concentragdo méaxima
Produtividade méaxima

De acordo com a equacao (6), construiu-se a tabela:

Tabela 1.5- Dados para o célculo da produtividade maxima

Intervalo de t-to Xe-Xo P
tempo (dia) (dia) (mg/L) (mg/L.dia)
[0,00-1,00] 0,99 37 3,75
[1,00-2,00] 1,99 11,1 5,60
[2,00-3,02] 3,01 22,3 7,40
[3,02-6,19] 6,18 105,8 17,13
[6,19-7,06] 7,05 121,6 17,26
[7,06-8,99] 8,98 177,3 19,74
[8,99-10,00] 9,99 202,4 20,25
[10,00-13,08] 13,07 2859 21,88
[13,08-14,06] 14,05 297,0 21,15
[14,06-15,11] 15,10 310,0 20,54
[15,11-15,99] 15,98 312,8 19,57
[15,99-16,99] 16,98 324,0 19,08

A produtividade méxima registou-se no 13° dia:
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Utilizacao de microalgas para mitigagdo de CO, industrial

Pmax = 21,88 = 0,022 g/(L.dia)
Remocao total de carbono
De acordo com

M
RC = (X2 —Xl).(lc.v. I\/(I:OZ

C

E considerando que as microalgas apresentam um valor médio de 50% do seu peso em

carbono, obtém-se
RC =862 mg de CO,
Rendimento médio da remocao de didxido de carbono

O reator recebeu cerca de 1,5 kg de CO, durante o tempo que durou a experiéncia, o que

representa um rendimento muito baixo de remocéo, aproximadamente 0,03%.
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