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RESUMO

A necessidade de fontes alternativas de energia sdo exemplos de acoes
que podem contribuir para amenizar 0os problemas relacionados ao meio
ambiente. Assim, 0s biocombustiveis surgem como uma op¢ao que se ajusta ao
desenvolvimento sustentavel, pois estes sdo produzidos a partir de fontes de
energia renovaveis de forma a diminuir a emissao de gases nocivos ao ambiente.
Estudos abordam as potencialidades de microalgas para a producao de biodiesel,
um biocombustivel obtido a partir do 6leo de diversas oleaginosas e microalgas.
As microalgas consistem em uma variedade de organismos autotroficos,
procarioticos ou eucarioticos, a estrutura simples das microalgas permite que elas
convertam facilmente a energia solar em energia quimica. Desta forma, o trabalho
teve como objetivo estudar o cultivo da microalga Chlamydomonas reinhardtii, em
meios de cultivo com e sem nitrogénio, para extracdo e quantificacdo do 6leo
desta biomassa em diferentes temperaturas e analise da composicdo dos acidos
graxos produzidos. A microalga Chlamydomonas reinhardtii foi cultivada em meio
com e sem nitrogénio. Apds a recuperacdo da biomassa, esta foi analisada
guanto a matéria organica e inorganica, teor de clorofila a e b e por fim, foi obtido
e quantificado o teor lipidico presente na biomassa, analisando-se o perfil de
acidos graxos presentes por cromatografia gasosa. A partir dos resultados obtidos
com a extracdo, observou-se que, a supressdo de nitrogénio influencia na
produtividade de lipideos, aumentando os teores destes na biomassa da
microalga, quando comparado ao teor lipidico da biomassa cultivada com
nitrogénio, apresentando maiores rendimentos quando extraido na temperatura
de 45° C (7% CN e 11% SN), independente da condi¢céo de cultivo. A supresséo
de nitrogénio no meio de cultivo ndo interfere significativamente na composi¢ao
dos &cidos graxos no Oleo da biomassa algacea, predominando em sua
composicdo acidos graxos saturados (C 16:0) e mono-insaturados (C 14:1, C 16:1
e C 20:1), propicios para a producdo de biodiesel. Os resultados obtidos
demonstram que a biomassa microalga Chlamydomonas reinhardtii apresenta
potencial para producdo de biodiesel, quando cultivada nas condicOes testadas
neste estudo.

Palavras-chave: Biocombustivel. Microalga. Chlamydomonas reinhardtii.
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ABSTRACT

The necessity of alternative energy sources is an example of action that
may contribute to diminish environment related issues. Thus, biofuels rise as an
option that fit to sustainable development, because they are produced from
renewable sources of energy in order to reduce harmful gas emissions to the
environment. Studies approach the potential of micro-algae to produce biodiesel, a
biofuel obtained from the oil of oilseeds and micro-algae. The micro-algae consist
of a variety of autotrophic, prokaryotic or eukaryotic organisms. Their simple
structure allows them to easily convert solar energy into chemical energy. The
products of this conversion are been used to obtain biomass from micro-algae
and, consequently, products of commercial applications. Some micro-algae
contain high levels of lipid, showing the potential of these microorganisms to
produce biofuels. In this way, the objective of this paper was to study the micro-
algae Chlamydomonas reinhardtii cultivation, growing with and without nitrogen,
for the extraction and quantification of oil from this biomass in different
temperatures and the analysis of the composition of the fatty acids produced.
From the results obtained with the extraction, it has been seen that the deletion of
nitrogen influence lipids productivity, rising the levels of the lipids on the micro-
algae biomass when compared to lipids levels of the biomass cultivated with
nitrogen, showing better outcomes when extracted at the temperature of 45° C
(7% with nitrogen and 11% without nitrogen), independently of cultivation
conditions. The deletion of nitrogen on the cultivation does not interfere
significantly with the composition of the fatty acids in the oil of the biomass from
the micro-algae. What predominates in its composition are saturated fatty acids (C
16:0) and mono-unsaturated (C 14:1, C 16:1 and C 20:1), propitious to biodiesel
production. The results obtained show that the biomass Chlamydomonas
reinhardtii micro-algae has the potential to produce biodiesel, when cultivated on
the conditions tested on this paper.

Key-words: Biofuel. Micro-algae. Chlamydomonas reinhardtii.



1 INTRODUCAO

As questbes relacionadas a degradacdo do meio ambiente tem sido uma
preocupacdo em todo o cenario mundial. Uma das formas encontradas para
minimizar o aquecimento global € a substituicdo gradual das fontes de energia
liberadoras de gases de efeito estufa, por alternativas capazes de suprir a demanda
energética de maneira menos poluidora.

A necessidade de fontes alternativas de energia e de praticas ecologicamente
corretas sao exemplos de agcbes que podem contribuir para amenizar os problemas
relacionados ao meio ambiente. Assim, 0s biocombustiveis surgem como uma op¢ao
gue se ajusta ao desenvolvimento sustentavel (MATA; MARTINS; CAETANO, et al.,
2010).

Biocombustivel € definido comumente como um combustivel proveniente de
materiais biolégicos, podendo ser matéria organica morta e também proveniente de
produtos metabodlicos de organismo vivos. Sdo amplamente produzidos a partir de
fontes de energia renovaveis, tais como a soja, mamona, dendé, girassol e canola,
sendo que o biodiesel e bioetanol sdo os mais comumente comercializados
(DERMIBAS, 2009).

Atualmente, a biomassa das microalgas tem sido amplamente estudada para
fins energéticos, apresentando um enorme potencial para producdo de
biocombustiveis (COUTO et al., 2010). Diversos estudos abordam as
potencialidades de microalgas para a producédo de biodiesel, principalmente por se
tratar de uma pratica socioecondmica muito promissora e por ndo competir com
espécies utilizadas na alimentacdo humana (MATA; MARTINS; CAETANO, et al.,
2010; PEQUENO et al., 2012).

As microalgas compreendem uma variedade de organismos autotréficos de
estrutura simples, o que permite que elas convertam facilmente a energia solar em
energia quimica, produzindo uma série de substancias que sao utilizadas para
consumo humano, suplementos, farmacos, polimeros, biofilmes, biorremediagéo e
na producdo de biocombustiveis (ARAUJO et al.,, 2012). Esses microorganismos
representam uma excelente alternativa para a producao de energia, dada a elevada
taxa de duplicagcdo de biomassa e producdo de Oleo, os quais podem ser
transesterificados em biodiesel (BRENNAN; OWENDE, 2010).



Chlamydomonas reinhardtii € uma alga unicelular, verde, com uma distribuicéo
geografica muito abrangente, com potencial producédo de éleos, que pode chegar a
21% de sua massa seca, representando portanto, uma espécie promissora para
extracdo de 6leo e posterior producdo de biocombustiveis (MARIN-NAVARRO et al.,
2010). A biomassa desta e das demais espécies de microalgas € produzida por meio
de sistemas de cultivo, no qual sédo ofertados condigbes e nutrientes para o
desenvolvimento das mesmas. Dentre estes nutrientes, 0s mais importantes para o
metabolismo microalgal, sdo o carbono, o nitrogénio e o fosforo (RICHMOND, 2004).

Para produzir quantitativa e qualitativamente biodiesel a partir de microalgas,
faz-se necessario que a espécie cultivada apresente altas taxas de crescimento e
um alto rendimento de lipidios (SHEEHAN et al.,1998).

Um acumulo significativo de lipidios na biomassa das microalgas, geralmente
estd associado a periodos de estresse e deficiéncia de nutrientes (FAO 2009). O
nitrogénio é o nutriente que mais afeta a producéo e armazenamento de lipideos nas
microalgas (PIORRECK; BAASCH; POHL, et al., 1984). Estudos revelam que
cultivos onde o nitrogénio € um fator limitante, a porcentagem de lipideos em relacéo
a massa total aumenta consideravelmente (HU et al., 2008).

Essa tendéncia tem influenciado em produzir microalgas, onde este nutriente
seja suprimido, levando a condi¢des 6timas de producao de lipideos, que podem ser
obtidos por diferentes métodos de extracdo, possibilitando obter uma quantidade de
0leo maior e com um custo cada vez menor, tornando assim, as microalgas, uma
excelente matéria prima para producao do biodiesel e consequentemente, minimizar

varios impactos ao meio ambiente (FRANCO et al., 2013).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Cultivar a biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii, sob diferentes

cultivos, visando a producéo de lipideos.



2.2 Objetivos especificos

- Obter da biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii, em meios de
cultivo com e sem nitrogénio;

- Avaliar a influéncia da condicao de cultivo, quanto ao teor de clorofilas a e b,
carboidratos e proteinas na biomassa algacea;

- Extrair e quantificar o 6leo da biomassa das duas condi¢cdes de cultivo em
diferentes temperaturas e posterior esterificacao;

- Analisar a composicéo lipidica dos ésteres produzidos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo combustiveis derivados de materiais bioldgicos,
incluindo matéria organica morta que nao esteja fossilizada, e também proveniente
de produtos metabdlicos de organismo vivos, podendo ser vegetal, animal ou
microrganismo (DERMIBAS, 2009).

Os biocombustiveis sdo recursos sem toxicidade, biodegradaveis, renovaveis
e ambientalmente corretos, o que os torna uma alternativa energética cada vez mais
explorada, ja que permitem a reducdo de emissdes de poluentes, principalmente os
gases de efeito estufa (DELALIBERA, 2009).

O registro do uso de combustivel data desde os primordios da humanidade
quando o fogo foi descoberto. A partir dai, a madeira passou a ser um dos principais
combustiveis sdlidos consumidos no mundo. Com o passar dos anos, novos
combustiveis foram descobertos, como por exemplo, os 6leos e gorduras animais
(SILVA; FREITAS, 2008).

Foi na Segunda Guerra Mundial que ocorreu a primeira grande demanda a
nivel internacional por biocombustiveis, onde estes eram alternativas ao combustivel
importado. Na década de 70, devido as instabilidades politicas e constantes guerras
no Oriente Médio, ocorreu o primeiro choque do petréleo. A partir de entdo, por
questdo de seguranca energética, diversos paises comecaram a investir em
combustiveis alternativos ao petréleo. Nessa época, no Brasil, surgiu o Pré - Alcool,
0 programa Brasileiro de substituicdo de derivados de petroleo por etanol produzido
a partir da cana de agucar (CHISTI, 2007).

Desde os primordios da industria automobilistica, os biocombustiveis séo
utilizados no setor de transportes. Atualmente o processo de utilizacdo dos
biocombustiveis ainda € o mesmo utilizado no passado. As matérias prima também
sdo muito semelhantes, no entanto, o amendoim, o canhamo, o 6leo de milho e o
sebo de animais foram parcialmente substituidos por soja, colza, residuos florestais,
cana-de acucar, algas, entre outros (LUQUE et al, 2008).

Foi somente durante a Segunda Guerra Mundial e pés-guerra, quando houve
a escassez de petréleo devido a problemas na sua distribuicdo e falta de recursos,

gue surgiu o interesse na utilizacdo de biocombustiveis a base de 6leo. No entanto,



até que fossem extremamente necessario novamente, 0s biocombustiveis
permaneceram na obscuridade (DELALIBERA, 2009).

O Brasil, Estados Unidos, Alemanha, Franca e Suécia sdo atualmente os
lideres mundiais em desenvolvimento e utilizacdo de biocombustiveis. Nota-se que
em paises onde a industria de biocombustiveis é bem estabelecida, que as primeiras
e principais matérias primas a serem utilizados sejam as culturas economicamente
mais importantes para o pais (por exemplo, o milho nos EUA, a colza na Unido
Européia e cana-de-acucar no Brasil) (FAO, 2010). Em vista destes fatos, acdes
governamentais, principalmente nos paises desenvolvidos, tem incentivado diversos
estudos e pesquisas, com o intuito de, aumentar a produtividade através de
modificacdo genética das culturas existentes, ou encontrar alternativas viaveis para
suprir a demanda sem causar maiores impactos sobre o meio ambiente e o
abastecimento de alimentos (KOWALSKI, 2010).

Nessa mesma época, a pesquisa e a Iimplementacdo de novos
biocombustiveis a matriz energética brasileira continuava em alta e, em 2005, foi
lancado o Programa de Biodiesel modificando mais uma vez a matriz energética
brasileira para combustiveis veiculares. Em 2010, ja era obrigatéria a adi¢cdo de 5%
de biodiesel ao diesel de petroleo (DALALIBERA, 2009).

Os biocombustiveis de modo geral, podem ser classificados tanto como
combustiveis sélidos quanto liquidos, bem como gases. A madeira, residuos de
agricultura, como casca de arroz, sdo exemplos de e biocombustivel sélidos, o
etanol produzido pela fermentacdo e o biodiesel, que possui como, matéria prima
para a sua producao, diversos tipos de Oleos vegetais oriundos das mais diversos
tipos de cultivo, sdo exemplos de biocombustiveis liquidos mais conhecidos (SILVA,
FREITAS, 2008).

Recentemente, as microalgas tem demonstrado uma enorme potencialidade
como matéria prima para producdo de biocombustiveis, e vem sendo objeto de
estudo para fins energéticos, principalmente pelos Estados Unidos, através do
Programa de Espécies Aquaticas desde a década de 70 (FAO, 2010). Tanto a nivel
mundial como nacional, diversas pesquisas comecaram a surgir com o objetivo de
cultivar esses organismos para uma producdo em larga escala de biomassa para
fins energéticos, principalmente o biodiesel (CHISTI, 2007).

O biodiesel é definido como um biocombustivel derivado de biomassa

renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por compressao



ou, conforme regulamento, para geracdo de outro tipo de energia, que possa
substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil (Lei n°® 11.097, de 13
de setembro de 2005).

Mundialmente, o biodiesel surgiu como uma alternativa promissora aos
combustiveis minerais, derivados do petréleo, sendo um grande aliado no combate
do aquecimento global e a poluicdo, estabilizando a concentracdo de CO:2 na
atmosfera. Além disso, o biodiesel substitui o0 6leo diesel sem que sejam necessarios
ajustes no motor (CHISTI, 2007)

Comparando-se com diesel oriundo do petréleo, o biodiesel apresenta alta
eficiéncia de combustdo, emissdo reduzida de CO2, CO, sulfatos, compostos
aromaticos e particulados na combustdo, menor risco de transporte, armazenamento
e manipulacdo, é biodegradavel, tem elevado ponto de fulgor e lubricidade e a
matéria-prima utilizada é de facil obtencdo (AHMAD, 2011).

Por meio do Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB), o
Governo Federal organizou a cadeia produtiva, definiu as linhas de financiamento,
estruturou a base tecnoldgica e editou o marco regulatério do uso do biodiesel. Na
matriz energética do pais, o percentual de 2% de mistura deste biocombustivel
passou a ser obrigatdria a partir de janeiro de 2008. Em janeiro de 2010, esse
percentual foi ampliado sucessivamente até atingir 5%, antecipando em trés anos a
meta estabelecida pala Lei N° 11.097 de 2005 (BIOCOMBUSTIVEIS, 2012).

Entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do mundo, o Brasil
conta com uma produgéo anual, em 2010, de 2,4 bilhdes de litros e uma capacidade
instalada para cerca de 5,8 bilhdes de litro (ANP, 2016).

Existem hoje, alguns métodos eficazes para a producdo de biodiesel através
da transformacéo da matéria prima As reagfes mais conhecidas para isso sdo o
cragueamento, a esterificacao e a transesterificacdo (CHISTI, 2013).

O craqueamento térmico ou pirélise é a conversdao de uma substancia em
outra por meio de aquecimento, na auséncia de ar ou oxigénio, podendo ter a
presencga ou ndo de um catalisador. Este processo ocorre a temperaturas superiores
a 450°C (WANG; ZHANG, 2012).



A esterificacdo de acidos graxos (Figura 1) ocorre utilizando-se o metanol ou
etanol, que reagem com os acidos carboxilicos livres provenientes nos 6leos
vegetais, formando ésteres metilicos ou etilicos, respectivamente, e agua (ARANDA,
2009).
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Figura 1. Esquema geral de reacao de esterificacéo
Fonte: Haertel, 2009.

A transesterificacdo (Figura 2) consiste no processo de obtencédo de um éster
a partir de outro éster e alcool sendo que a reacdo é catalisada na presenca de
acidos ou bases fortes. Este processo é atualmente utilizado para a obtencao do
biodiesel, no qual ocorre a conversédo de triglicerideos em ésteres de acidos graxos
(TABATABAEI et al., 2011).
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Figura 2. Reacéo de transesterificagéo
FONTE: Araujo et al., 2012.

A transesterificagdo também pode ser realizada sem a presenca de
catalisador na reagdo, usando condigBes supercriticas de alcool. Este processo
requer altas temperaturas e presséao, podendo ser conduzido em menor tempo e
reduzindo significativamente os processos de separacao e purificacdo dos produtos,
(DEMIRBAS, 2005).

Além dessas formas convencionais de producédo de biodiesel, a reacéo in situ,
tem sido outra opcéo utilizada, principalmente em materiais que as tradicionais
extracbes com solvente ndo sao eficientes (LEWIS; NICHOLSB; MCMEEKINA,



2000). A esterificacdo e/ou transesterificacdo in situ refere-se a conversdo de
ésteres alquilicos a partir de &cidos graxos livres e triacilglicerideos presentes em
um material biolodgico, envolvendo a adicdo de um alcool, um catalisador, a pressao
atmosférica e temperaturas moderadas. Nestas reacfes 0s ésteres pode ser
facilmente recuperados, uma vez que apés serem produzidos se difundem para a
fase liquida (HAAS; WAGNER, 2011).

Atualmente varias pesquisas surgem, buscando matérias-primas alternativas
para a producdo de biodiesel, dentre essas matérias a biomassa de microalgas se

destaca.

3.2 Microalgas

Plantas, algas e algumas espécies de bactérias, sao organismos
fotossintetizantes. No grupo das algas € possivel dividi-las em macroalgas e
microalgas. As microalgas sdo seres microscopicos, encontrados tanto em
ambientes marinhos, quanto em agua doce (SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA,
2012).

Sdo organismos autotroficos, procaridticos ou eucaridticos, cujas células
possuem uma composicao bioquimica diversificada (carboidrato, proteina, lipidios,
acidos graxos, etc.). Em média, 40 a 50% de todo oxigénio disponivel no planeta, é
proveniente das microalgas. Estes microrganismos sédo base da cadeia alimentar,
sendo responsaveis pela producdo primaria em uma area equivalente a 71% da
superficie do planeta Terra (0os oceanos), dando suporte a maior parte da vida nos
ambientes aquaticos (ANDERSEN, 2005).

A categorizacao das algas em quatro classes é feita de acordo com os critérios
morfolégicos, sendo distinguidas principalmente por sua pigmentacéo, ciclo de vida,
e estrutura celular. Segundo Sheehan et al. (1998) as quatro mais importantes
classes de microalgas em termos de abundéancia séo:

a) Algas verdes (Chlorophyceae): sdo abundantes em agua doce. Na escala
evolutiva, foram as que deram origem aos vegetais superiores. O principal
composto de estoque € o amido, sendo que em certas condi¢cdes especificas

produzem lipideos de maneira consideravel;



b) Diatomaceas (Bacillariophyceae): sdo as principais microalgas do
fitoplancton dos oceanos, mas também sdo encontradas em aguas doce e
salobra. Existem aproximadamente 100.000 espécies. Contém silica em sua
parede celular. Estocam carbono na forma de lipidios ou carboidratos;

c¢) Cianobactérias (Cyanophyceae): possuem morfologia muito proxima a das
bactérias. S&o encontradas em diferentes habitats, verificando-se
aproximadamente 2.000 espécies. Desempenham um importante papel na
fixacdo de nitrogénio atmosférico.

d) Algas pardas (Chrysophyceae): apresentam coloracdo marrom, amarelo e
alaranjado e pigmentos bastante complexos. Produzem como compostos de
estoque, lipidios e carboidratos. Sabe-se da existéncia de aproximadamente

1.000 espécies, encontradas principalmente em agua doce.

A maioria das espécies de microalgas de interesse para producdo de
compostos voltados a producdo de energia, estdo distribuidas dentro dos grupos
das cianobactérias ou das clordfitas (LEE, 2008).

Nas microalgas a conversdo de energia solar em energia quimica é facilitada
devido a estrutura unicelular desses organismos. Essa conversdo bioquimica esta
sendo aproveitada comercialmente para a obtencdo de biomassa de microalgas e,
consequentemente, de produtos de aplicacdo comercial (BRENNAN; OWENDE,
2010). A capacidade de produzir grandes quantidades de biomassa por unidade de
tempo revela a importancia destes microrganismos para fins tecnologicos (MIAO;
WU, 2006).

Existem inimeras pesquisas com o objetivo de cultivar esses organismos
para uma produgédo em larga escala de biomassa para diversos fins, principalmente
focando o potencial biotecnologico, identificando as diversas substancias
sintetizadas por estes organismos (MANDAL; MALLICK, 2009).

Entre as diferentes espécies de microalgas, os niveis de carboidratos,
proteinas e lipidios, presentes na biomassa de microalgas, variam quantitativamente

e gqualitativamente, conforme demonstra Tabela 1.
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Tabela 1. Composicéo quimica de diferentes microalgas de agua doce e marinha em
percentual de peso seco total.

Espécie Proteinas Carboidratos Lipidios
(%) (%) (%)
Dulciaquicolas
Scenedesmus obliquos 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Marinhas
Isochrysis galbana 41 5 21
Pavlora luthery 49 31 12
Chaetoceros calcitrans 33 17 10
Phaedactylun tricornutum 33 24 10
Skeletonema costatum 37 21 7
Thalassiosira pseudonana 29 17 10
Dunaliella salina 57 32 9
Tetraselmis suecica 39 8 7

Fonte: Adaptado de Arredondo-Vega e Voltolina, 2007

3.3 Microalgas e a producgéo de energia

Atualmente a biomassa de microalgas tem sido utilizada em larga escala para
diversos fins. Aplicacdes na alimentacdo animal e humana, na aquicultura, no
tratamento de efluentes, nas industrias de farmacos, cosméticos e alguns polimeros,
na producdo de energia e até mesmo na medicina, sdo alguns exemplos de
segmentos que tem aproveitado esses microrganismos (BECKER, 2004; SCHMITZ;
DAL MAGRO; COLLA, 2012).

A biomassa de microalgas pode ser utilizada para geracéo de eletricidade, por
meio da combustdo direta. Diferentes tipos de biocombustiveis como etanol,
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acetona, butanol, metano, hidrogénio, bio-6leo, carvdo ou biodiesel, podem ser
produzidos a partir da biomassa, através da conversdo quimica, bioquimica ou
termoquimica (TSUKAHARA; SAWAYAMA, 2005).

A ideia do uso de microalgas como fonte de biocombustiveis adquire grande
relevancia na medida em que o mundo se confronta com uma crise energética
devido a deplegéo dos recursos finitos do petréleo e outros combustiveis fosseis, 0s
quais, devido ao seu uso crescente e continuado desde a industrializacdo, tém
constituido uma fonte de poluicdo e degradacdo ambiental, ameacando gravemente
a biodiversidade e com consequéncias catastréficas na saude humana
(LOURENCO, 2006).

Brannan et al. (2010), citam algumas vantagens do uso de biocombustiveis
derivados de microalgas:

e Durante o ano todo pode-se produzir microalgas;

e Em comparacdo com as melhores oleaginosas, ha um melhor
rendimento na producao de 6leo a partir das microalgas;

¢ Reduz gastos hidricos, pois apesar do cultivo se dar em meio aquoso,
precisam de menos agua que culturas terrestres;

e Microalgas tém um rapido crescimento e a maioria das espécies
possuem o teor de 6leo na faixa de 20-50% do peso seco da biomassa;

e Muitos nutrientes utilizados no cultivo de microalgas, podem ser obtidos
de aguas residuais, tendo portanto, um potencial duplo no tratamento de
efluentes organicos;

e No cultivo de microalgas ndo sé&o utilizados herbicidas ou outros
agrotoxicos;

e Valiosos co-produtos podem ser produzidos a partir do cultivo de
microalgas, tais como proteinas e biomassa residual, que podem ser
utilizado como alimento ou fertilizante, ou gerar biocombustiveis de
segunda geracéo, como etanol, por exemplo.

e O rendimento do 6leo pode ser potencialmente aumentado, pois pode-se
modular a composi¢cdo bioquimica da biomassa pela variacdo das
condicdes de cultivo.

Todos esses beneficios, aliados ao fato de que a produgdo de

biocombustiveis a partir de microrganismos fotossintetizantes, contribui
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significativamente para reducdo da emissdo de gases de efeito estufa, tem
demostrado que utilizacdo de microalgas para geracdo de energia, € um método

promissor.

3.4 Microalga Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii € uma alga verde, unicelular, de agua doce. Tem
forma oval com cerca de 10um de comprimento e 3um de altura e possui dois
flagelos na regido anterior medindo 10 a 12um de comprimento que sao utilizados
para sua locomocédo e reproducdo. Esta espécie possui parede celular constituida
principalmente de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e com pouca celulose, um
namero variavel de mitocdndrias e um Unico e grande cloroplasto ocupando grande
parte do citoplasma, onde esti localizado todo o aparelho fotossintético
(MERCHANT et al., 2007).

A membrana nuclear é continua com o reticulo endoplasmatico, sendo menos
extensa do que nos organismos superiores. Na extremidade anterior da célula, séo
encontrados dois vacuolos contracteis. As mitocondrias estéo distribuidas por todo o
citoplasma (OSTA et al., 2007). A Figura 3 demonstra a estrutura da microalga.

Flagelo ——————3

Vacuolo
contratil

- Parede celular

C N \

Eyespot Mitocdondria

Granulo Complex-o
de amido de Golgi
Nicleo e
Nucléolo
Cloropasto
com tilacoide
Pirendide

Figura 3. Esquema da microalga Chlamydomonas reinhardtti
Fonte: Villela, 2014.
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Esta microalga pode ser manipulada através de técnicas microbiologicas
bésicas e € um organismo ndo patogénico. Segundo Morowvat e colaboradores
(2010) Chlamydomonas sp. relne varias propriedades, tais como, o facil manuseio
e o crescimento rapido, a elevada taxa de crescimento, com ciclo de vida rapido, e o
teor de lipidios necessitando apenas de um meio de cultura simples e barato, fazem
desta microalga uma candidata valiosa para a producéo de biodiesel. Sdo poucos os
estudos realizados sobre o processo de producdo de biodiesel recorrendo a esta
espécie.

O uso de Chlamydomonas na obtencao de biodleo para producédo de biodiesel
esta em ascensdo. Em trabalhos realizados por Martinz (2012), pelo método de
extracdo de lipidios totais da biomassa de Chlamydomonas sp. e posterior
transformacao em biodiesel, demonstraram que o teor lipidico desta espécie foi sao
concordantes com o teor de lipideos que pode estar presente na composicao
guimica microalgas do mesmo género, como a Chlamydomonas reinhardtii, com teor
lipidico na ordem dos 21 % (% biomassa seca). Apés esterificacdo, foi realizado por
cromatografia gasosa a analise dos ésteres metilicos de acidos gordos do biodiesel
produzido, revelando a predominancia dos ésteres C16:0 (palmitato) e C18:1
(oleato) considerados ideais para a producao de biodiesel de alta qualidade, estando
também presentes os ésteres C14:0 (miristato) e C18:0 (estearato).

Almeida e colaboradores (2011), descrevem os resultados preliminares sobre o
teor lipidico de Chlamydomonas, utilizando para extracdo do 6leo o método FOLCH
(cloroférmio/metanol, 3:1), por ultrassom, demonstrando um rendimento de 20,84%,

aproximando-se dos teores lipidicos de Chlamydomonas reinhardtii.

3.5 Cultivo de microalgas

A utilizacdo da biomassa de microalgas iniciou-se na década de 1950, quando
foram realizadas pesquisas utilizando-se sistemas de cultivo de massa de
microalgas, com objetivo de oferecer a populacdo mundial uma fonte de proteina
alternativa. Em 1970, iniciaram-se as pesquisas de utilizacdo de microalgas como
fontes de energia renovavel, objetivando encontrar novas fontes de energia frente a

crise energética vivenciada na época (FAO, 2009).
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3.5.1 Sistemas de cultivo

A producédo de biomassa a partir de microalgas consiste em diversas etapas
até o produto final. A primeira etapa é o cultivo realizado em sistemas aberto ou
fechado e tem, como principais insumos de producédo, energia solar, 4gua, CO:2 e
outros nutrientes como nitrogénio e fésforo (LOURENCO, 2006).

Nas ultimas décadas, diferentes sistemas de cultivos tem sido desenvolvido,
capazes de oferecer tais condicdes (ANDERSEN, 2005). O sistema de cultivo de
microalgas voltado para geracdo de biocombustiveis, ainda esta sendo
desenvolvido, pois, precisa-se de métodos vidveis que atendam esta tecnologia.
Portanto, os sistemas de cultivos descritos a seguir, ainda ndo sao praticados em
larga escala (CHISTI, 2013).

3.5.1.1 Cultivo fechado ou fotobiorreator

Nesta forma de cultivo, utiliza-se um material transparente, tubos de vidro, de
plastico, policarbonato, dentre outros, que contém as culturas, expondo-as a luz.
Quando comparados a cultivos abertos, a produtividade de biomassa € maior nos
fotobiorreatores (Figura 4) (CHISTI, 2007). Isso se deve ao fato de que no cultivo
fechado existe a possibilidade de controlar as condi¢bes de cultivo, tal como
quantidade dos nutrientes, temperatura, iluminacéo e pH (DERNER et al., 2006).

== A :, — gy
Figura 4. Cultivo de microalgas em siste
Fonte: CHU et al., 2009.

ma fechado
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Embora apresentem um custo maior de implantagdo e operacgao,
demandando altas quantidades de energia para homogeneizacéo, os fotobioreatores
fechados proporcionam maior produtividade e controle da producdo. Normalmente,
nestes sistemas se alcancam altas concentracdes celulares e produtividades (5 g L

1) otimizando as condicdes de cultivo (FAO, 2009).

3.5.1.2 Cultivo aberto ou tanques

O cultivo de microalgas em tanques abertos (Figura 5) € mais utilizado que
em sistemas fechados. A maioria dos tanques apresentam pequena profundidade
visando assegurar a incidéncia adequada de luz solar. Plastico, concreto, fibra de
vidro, alvenaria ou laminados, sdo alguns dos materiais que podem utilizados para
fabricar os tanques. Esta forma de cultivo é constituida por canais de recirculagéo
independentes, conhecido como pista de corrida (raceways), com profundidade entre
20 e 30 cm (CHISTI, 2007). Em atividades aquicolas, a producdo de microalgas em
pequenas escalas, utiliza tanques com profundidade de 50 cm ou mais, menores

que 10 m3, homogeneizados por aeracdo (ANDERSEN, 2005).

| 4
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Figura 5. Cultivo de microalgas em sistema aberto (lagoas)
Fonte: ALGAE, 2012.

No Japdo e em Taiwan, um sistema de cultivo circular, com um agitador

rotativo central e com 30 cm de profundidade, é utilizado para a producdo da

microalga Chlorella. Este sistema de tanques circulares é similar a alguns sistemas
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utilizados para tratamento de efluentes e sdao muito utilizados para producdo em
larga escala de microalgas (MARIN-NAVARRO; ESQUIVEL; MORENO, 2010).

Esse sistema tem sido utilizado devido ao baixo custo de implantacéo.
Entretanto, a exposicéo as flutuacGes diarias e sazonais de temperatura, a passivel
contaminagao por micro-organismos e outras algas, reduzindo a produtividade de
biomassa, sdo algumas desvantagens dessa forma de cultivo, que torna a
produtividade inferior (CHISTI, 2007).

3.5.2 Condigbes de cultivo

O crescimento de uma cultura de microalgas, bem como a produtividade e a
composicao bioquimica das células, estéo relacionados com as condi¢des de cultivo
(MORAIS; COSTA, 2008). As microalgas podem ser cultivadas nos modos
autotréfico, heterotréfico e mixotréfico, sendo que a diferenca entre estas moda-
lidades de cultivo esta na fonte de energia e de carbono (RICHMOND, 1986).

O cultivo fototrofico € o mais comumente empregado no crescimento de
microalgas. Esta condicdo ocorre quando as microalgas utilizam a luz (natural ou
artificial) como fonte de energia e o carbono inorganico (diéxido de carbono, por
exemplo) como fonte de carbono para formar energia quimica, produzindo entéo,
através da fotossintese, suas biomoléculas: polissacarideos, proteinas, lipideos e
acidos nucleicos. No cultivo autotrofico, apesar de sua alta eficiéncia em utilizar a
luz, as microalgas apresentam um crescimento lento devido a limitacdo de luz em
condicbes de larga escala, quando se alcancam altas densidades de células, ou
“fotoinibicao” devido a luz excessiva (RAGNI et al., 2008).

O cultivo heterotréfico representa a utilizacdo de composto organico tanto como
fonte de energia quanto como fonte de carbono pelas microalgas (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). O crescimento heterotrofico, por outro lado, elimina o
requerimento por luz e oferece a possibilidade de aumentar significativamente a
concentracao celular e a produtividade de biomassa em larga escala (GARCIA et al.,
2000)

No cultivo mixotrofico, as microalgas sado capazes de viver em condicbes
fototréficas ou heterotroficas, ou ambas. Nessa forma de cultivo, usam a luz,
compostos organicos e inorganicos como fonte de energia e CO2 e compostos
organicos como fonte de carbono (RICHMOND, 1986).
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Ha pouca informacado na literatura sobre a utilizacdo de cultivos mixotrofico e
heterotréfico para producédo de 6leo de microalgas, uma vez que naqueles cultivos
sao utilizadas fontes de carbono organico, o que traz preocupacao acerca de uma
possivel competicdo pelo uso destas matérias-primas, voltadas também para a
alimentacdo humana (LIANG; SARKANY; CUI, 2009). Porém, uma vantagem
significativa do cultivo heterotrofico € o aumento no teor de lipideo no caso da
producdo de biomassa microalgal para a geracdo de biodiesel (GUDIN;
THEPENIER, 1986). Se, por um lado, o teor de lipideos e sua produtividade podem
ser aumentados no cultivo heterotrofico, existem evidéncias de diminuicdo nos
teores de proteina, clorofila e carotenoides ((RICHMOND, 1986).

O cultivo fototrofico € promissor porque as microalgas podem fixar o gas
carbonico originado em fabricas, por exemplo, e converté-lo em 6leo, que representa
uma forma de mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa, além da diminuicédo
dos custos de producéo da biomassa microalgal (LIANG; SARKANY; CUI 2009).

A Tabela 2 demonstra as principais caracteristicas das formas de cultivo

apresentadas anteriormente.

Tabela 2. Caracteristicas das condi¢cdes de cultivo.

Condicao de cultivo Fontes de energia Fontes de Carbono
Fototréfico Luz Inorganico
Heterotrdéfico Compostos Organicos Organico
Mixotréfico Luz ou compostos organicos Inorganico ou organico

Fonte: Adaptado de Chen et al. 2011.

3.5.3 Fatores que interferem no crescimento

O crescimento das microalgas é resultado da interagdo entre fatores
bioldgicos, quimicos e fisicos. Os fatores biolégicos influenciam diretamente as taxas
metabolicas da espécie cultivada (OHSE et al., 2007). Os fatores quimicos, estao
ligados intrinsicamente ao crescimento das microalgas, influenciando na dinamica do
cultivo, como por exemplo, a disponibilidade de nutrientes, a salinidade e o pH
(DERNER et al., 2006; OHSE et al.,, 2007). J4 os fatores fisicos, influenciam
diretamente o crescimento das microalgas, como por exemplo, a aeracdo, a

luminosidade e a temperatura (OHSE et al., 2007).
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3.5.3.1 Temperatura

A temperatura apresenta grande influencia na producdo de biomassa,
proteinas, lipideos e compostos fendlicos das microalgas, € influenciada pela
temperatura, sendo este, um dos fatores que mais afeta a taxa metabdlica dos
organismos (LOURENCO, 2006).

Para a preservacao de cepas de microalgas em condicdes laboratoriais onde
se deseja preservar cepas de microalgas, € interessante que a temperatura esteja
estabilizada em condi¢des que n&o oscilem mais do que 2°C (ANDERSEN, 2005).
Muitas microalgas de agua doce podem ser mantidas em laboratério sob
temperaturas na faixa de 20°C. Tem-se observado um significativo aumento da
produtividade de biomassa e a estabilizacdo do cultivo, quando as temperaturas se
mentem constantes (LOURENCO, 2006).

De acordo com a temperatura 6tima de crescimento, as microalgas podem ser
classificadas em trés grupos: Microalgas que apresentam faixa térmica 6tima abaixo
de 17°C sédo denominadas de psicrofilas, as que possuem faixa 6tima entre 20 a 25
°C, mesofilas e as termdfilas sdo as que melhor se desenvolvem em temperaturas
até 40 °C (RAS; STEYER; BERNARD 2013).

A temperatura pode influenciar a atividade fotossintética e a respiracdo. A
taxa de respiracdo aumenta conforme a temperatura (VONSHAK, 1997). A reducéo
da temperatura e o controle de agitacdo diminuem a velocidade respiratoria,
principalmente a noite, minimizando perdas na produtividade de biomassa do cultivo
(CHISTI, 2007).

3.5.3.2 lluminacao

A luz é fator essencial para que as microalgas possam realizar a fotossintese e
produzirem biomassa. Os cultivos podem ser supridos de luz continuamente ou em
ciclos, variando entre um periodo claro e outro escuro (ANDERSEN, 2005). Para
cultivos de microalgas sao utilizados fotoperiodo de 10:14 ou 12:12 horas de
claro/escuro. Recomenda-se que para estudos fisiolégicos, mantenha-se o
fotoperiodo, favorecendo a sincronizagdo do cultivo, embora a maioria das espécies

cresgcam bem com iluminacéo continua (SCHMIDT, 2007).
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A intensidade da luz, o comprimento de onda e a duracdo aos quais as células
estdo expostas, sao fatores que influenciam diretamente no crescimento das
microalgas (LOURENCO 2006). Tanto a baixa disposicédo de luz, como o excesso
de iluminacdo, limitam o crescimento microalgal. Baixas disposicdes de luz
diminuem o crescimento e tendem a aumentar o conteddo de pigmentos
(FABREGAS et al., 2001). Em algumas microalgas, a iluminacdo em excesso pode
resultar em estresse foto-oxidativo, bem como, submeter as culturas a altas
temperaturas, resultando em um aquecimento localizado (BARBOSA et al., 2003).

Recomenda-se o uso de luz artificial em cultivos de pequena escala, uma vez
que a iluminacgéo pode ser controlada de acordo com as necessidades das culturas.
As lampadas fluorescentes do tipo luz do dia sdo as mais utilizadas por simular
comprimentos de ondas de 350 a 700nm necessarios para a fotossintese. O
crescimento, metabolismo, reproducdo e morfologia das microalgas cultivadas, sao
fatores que podem ser afetados pela quantidade de luz fornecida ao cultivo (SILVA
et al., 2003).

3.5.3.3 Aeracao

A agitacdo da maioria dos sistemas de cultivo de microalgas ocorre através
do borbulhamento de ar. Além de servir como fonte de COz, a introducéo de ar nos
sistemas de cultivo, propicia adequada exposicdo das microalgas a Iluz
(ANDERSEN, 2005).

Além de evitar a formacao de aglomerados celulares, a aeracdo dos cultivos,
garante a incidéncia luminosa uniforme as células (LOURENCO, 2006). No entanto,
uma agitacdo em excesso pode comprometer o cultivo, através do choque entre as
células (RICHMOND, 2004; ANDERSEN, 2005).

A aeracdo em sistemas de cultivo fechados (fotobiorreator) € realizado
principalmente por bombas mecéanicas e ar comprimido (LOURENCO, 2006;
BRENNAN; OWENDE, 2010). Em sistemas abertos, pas giratérias ou sistemas de

recirculacéo de cultura por bombeamento mecanico sao os sistemas utilizados.
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3.5.3.4 pH

Microalgas de agua doce, em geral, preferem ambientes levemente acidos (pH
5-7), enquanto cianobactérias preferem ambientes levemente alcalinos (pH 7-9). A
disponibilidade de varios elementos quimicos, depende da faixa de pH, podendo
estes cristalizar ou precipitar no cultivo (ANDERSEN, 2005).

A solubilidade de CO2 e dos minerais, bem como a distribuicdo das formas
inorganicas de carbono, sado fatores afetados pelo pH do meio, influenciando direta e
indiretamente no metabolismo das microalgas (ARREDONDO-VEGA; VOLTOLINA,
2007).

O consumo de CO: influencia diretamente no crescimento das microalgas. A
adicdo de CO2 no meio acidifica o0 meio de cultura, reduzindo o pH (<5) e inibindo o
crescimento de algumas espécies. Ao contrario, o consumo de CO2 do meio, eleva o
pH, tornando - o levemente alcalino (> 10) (SCHMIDT, 2007).

3.5.3.5 Nutrientes

As necessidades nutricionais de cada microalga variam entre as espécies e
sdo dependentes das condigcbes ambientais (ABALDE et al., 1995). Os nutrientes
necessarios para um O6timo crescimento das microalgas séo divididos em
macronutrientes (C, N, O, H, Ca, Mg, S e K) e micronutrientes (Mn, Mo, Fe, Co, Cu,
Zn, Se e B). Os trés nutrientes mais importantes para o crescimento autotréfico sao
0 carbono, o nitrogénio e o foésforo, sendo seu fornecimento essencial para o
metabolismo microalgal (RICHMOND, 2004). Os diferentes elementos e nutrientes
sd0 necessarios em concentracdes altamente variaveis (LOURENCO, 2006).

O carbono constitui cerca de 50% da biomassa, sendo um dos principais
nutrientes necessarios para o crescimento da microalga (LOURENCO, 2006). O
carbono pode estar no meio de cultivo, nas formas de diéxido de carbono (COx2),
acido carbodnico (H2COg), bicarbonato (HCO®*) e carbonato (COs?) (OHSE et al.,
2007; OLIVEIRA, 2009). O CO: é a fonte de carbono preferida pelas microalgas,
sendo utilizado diretamente nos processo de fixagcdo, uma vez que se difunde
rapidamente (difusdo passiva) da agua para o interior das células (RAVEN, 1988).

O CO:z2 é a fonte de carbono para o crescimento fotossintético e autotréfico, das

algas, sendo um composto limitante para o crescimento (RICHMOND, 1990).
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Segundo Bertoldi (2008), o CO2 € a fonte de carbono normalmente utilizada e
guando empregado acima de 10% pode ocorrer a inibicdo do crescimento algal.

O carbono e o nitrogénio sdo os nutrientes mais importantes quantitativamente
na nutricdo da alga, contribuindo para a formacéao de proteinas (BECKER, 1994). Os
aminoacidos, nucleotideos e pigmentos, sdo compostos por nitrogénio, o que
justifica a importancia deste nutriente no metabolismo celular. Nos meios de cultura,
as principais formas de nitrogénio empregadas sao sais de nitrato (NaNO3s, HNO3),
sais de amonio (NH4Cl, (NH4)2.S04) e ureia (LOURENCO, 2006).

O fésforo apresentar menos de 1% da composicao celular microalgal. Apesar
disso, é geralmente um dos mais importantes fatores de limitacdo do crescimento
em cultivos, podendo ser assimilado pelas algas apenas na forma de fosfato
(RICHMOND, 2004). O fosforo desempenha um importante papel em muitas
biomoléculas, como os Aacidos nucléicos, proteinas e fosfolipidios. Tanto na
fotossintese como na respiracdo, o fésforo € fundamental como componente
energético, atuando na transferéncia de energia através do ATP (RICHMOND,
1990).

O ferro é um nutriente que pode limitar o crescimento das microalgas, sendo
que a deficiéncia deste nutriente no meio de cultivo pode alterar a concentracdo de
clorofila. A suplementacéo do ferro no cultivo é essencial para o crescimento celular,
ocorrendo acréscimo de até 56,6% na quantidade de lipideos neutros quando
comparado ao cultivo sem suplementacéo de ferro (LIU; WANG; ZHOU, 2008).

Quando determinado nutriente é limitante, sua concentracdo determinara a
produtividade do cultivo (RICHMOND, 2004). Sheehan et al. (1998) reforca que o
estresse causado pela deficiéncia de nutrientes aumenta o acumulo de lipidios na
biomassa, contudo, pode acarretar em um menor crescimento da biomassa

microalgal.

3.5.4 Recuperacao da biomassa

Para efetuar os processos de extracao de pigmentos e producao de biodiesel,
ha a necessidade de separacdo da biomassa microalgal do meio de cultivo. O
processo de separacao envolve normalmente a floculacdo, centrifugacéo e filtragao
(MOLINA et al, 2003). Dependendo das caracteristicas da microalga em questéo, do
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tipo de cultivo e do uso da biomassa, serd o método escolhido para recuperar a
biomassa (GUDIN; THEPENIER, 1986).

N&do hd um método padrdo para a coleta e separacdo das microalgas. Em
escala comercial, a centrifugacdo pode ser uma escolha viavel para separacao
destas do meio liquido, sendo que a floculacéo e a flotagdo podem ser usadas como
métodos secundarios. A op¢do mais simples é a sedimentagcdo. Este método pode
reter 85% da biomassa, sendo o percentual de biomassa seca por volta de 3%,
dependendo da espécie utilizada. No entanto, este processo requer um significativo
espaco adicional (FAO, 2009).

Mesmos representando uma significativa elevagao dos custos de producao e
alta demanda de energia, ainda assim, a centrifugacdo é o método mais eficiente
para separacdo da biomassa, sendo bastante utilizado quando o produto extraido
das microalgas possui alto valor (RYCKEBOSCH; MUYLAERT; FOUBERT 2012).

A coagulacdo envolve ajuste de pH ou adicdo de eletrdlitos, enquanto a
floculacdo envolve a adicdo de polimeros catidnicos (SANCHEZA et al., 2011). Outro
método alternativo de floculac&o eficiente € a biofloculagdo, mediada por bactérias,
cujo percentual de recuperacéo da biomassa pode chegar a 90% (LEE, 2008).

Por fim, entre os processos existentes, a floculagédo tem sido escolhida como
0 processo mais vantajoso economicamente para separacéo da biomassa microalgal
do meio de cultivo, devido a menor demanda energética e com vistas a pré-
concentracdo para reducdo dos custos das etapas subsequentes (UGWU; AOYAGI,;
UCHIYAMA, 2007). Quando utilizado este método, o efeito da utilizacdo do
floculante na composicdo dos acidos graxos obtidos do Oleo da microalga, também
deve ser avaliado (CAMPOS; BARBARINO; LOURENCO, 2010).

3.6 Cinética de crescimento das microalgas

O meio de cultivo utilizado e as condigcbes do meio externo influenciam
diretamente no crescimento das microalgas. De modo geral, no inicio do cultivo, é
adicionado um volume limitado de meio de cultura ao qual € adicionado o in6culo
(LEE, SHEN, 2004; RICHMOND, 2004). Ao longo do tempo, 0s nutrientes se
esgotam, tanto pelo metabolismo das microalgas, como pelo fato de ndo ocorrer
entrada ou saida de matéria do meio de cultivo (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).
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O crescimento populacional das microalgas, assim como de diversos
microrganismos, ao longo do tempo é caracterizado por uma curva (Figura 6), que

mostra as varias fases caracteristicas do crescimento (RICHMOND, 2004).

1 2 3 4 S 6

Figura 6. Curva de crescimento de microalgas em cultivos fechados
Fonte: Barsanti, Gualteri, 2006.

Até que ocorra o esgotamento de alguns fatores, a densidade de microalgas
aumenta exponencialmente. Um desses fatores podera ser a concentracdo de
nutrientes que diminuem ao longo do tempo (DORAN, 2005). Uma vez consumidos
todos nutrientes, as culturas acabam por morrer, a ndo ser que sejam fornecidos
novamente ao meio de cultivo (ANDERSEN, 2005).

As diferentes fases de crescimento da populacdo de microalgas sdo as

seguintes:

1. Fase de adaptacédo ou lag: a fase lag ou fase de adaptacdo corresponde a
fase de adaptacao fisioldgica as condicbes do novo meio de cultura, devido a
possiveis alteracdes de nutrientes, salinidade, luminosidade, irradiacéo, entre
outros (ANDERSEN, 2005). Trata-se de um periodo de adaptacdo das células
extraidas de uma cultura em fase exponencial ou estacionaria para um meio
fresco, ocorrendo pouco aumento da densidade celular. O atraso no
crescimento € atribuido a adaptacao fisiologica do metabolismo celular da
microalga, como o aumento das concentracfes de enzimas e metabdlitos

envolvidos na divisédo celular e na fixagdo de carbono (COUTTEAU, 1996).
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. Fase de aceleragcédo de crescimento: a fase intermédia entre a fase lag e a
fase exponencial é a fase de aceleracdo de crescimento. Nesta fase a
adaptacdo da microalga ja se encontra completa (BARSANTI, GUALTIERI,
2006).

. Fase exponencial ou log: apés a adaptacdo ao meio, as microalgas
comecam a crescer e a multiplicar-se, atingindo a fase méxima de
multiplicacdo celular e de crescimento exponencial do nimero de células
(ANDERSEN, 2005). A chave para o sucesso da producédo de algas € manter
as culturas nesta fase de crescimento. A taxa de crescimento especifico é
dependente da espécie de microalga, da intensidade de luz e da temperatura.
(COUTTEAU, 1996). As microalgas multiplicam-se até que exista a saturacao
de minerais e luz solar. Geralmente as culturas de microalgas em fase
exponencial contém mais proteina, enquanto as culturas em fase estacionéria
possuem mais carboidratos e glicogénio (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010).

. Fase de desaceleracdo do crescimento: a taxa de crescimento celular
comega a diminuir, podendo ocorrer em consequéncia da diminuicdo da
quantidade de luz que chega as células, a diminuicdo de nutrientes, a
alteracdo de pH, ao déficit de CO2 (RICHMOND, 2004).

. Fase estacionaria: apos a fase de desaceleracdo a populacdo de microalgas
continua a aumentar (GROBBELAAR, 2004; RICHMOND, 2004). No entanto,
a taxa de crescimento comeca a diminuir até atingir o zero, altura em que a
cultura entra na fase estacionaria. A custa da utilizacdo de reservas internas
de nutrientes ou dos nutrientes que séo libertados para o meio devido a lise
de outras células, a populacdo mantém, durante algum tempo, uma

concentracéo aproximadamente constante de biomassa (COUTTEAU, 1996).

7

. Fase de morte: a fase final da cultura é caracterizada por uma taxa de
crescimento negativa, resultante do esgotamento de nutrientes da cultura. A
densidade celular decresce rapidamente e a cultura eventualmente entra em
colapso (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).
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Nem sempre é possivel acompanhar claramente cada fase do crescimento, pois
algumas partes da curva podem ser alteradas de acordo com cada cultura ou por
influéncia de diversos fatores que afetam o metabolismo e desenvolvimento da
populacdo microalgal (BECKER, 1994).

3.7 Nitrogénio e cultivo das microalgas

Os nutrientes presentes no meio de cultivo afetam diretamente a quantidade
de lipideos presentes na célula. A proporcao de nitrogénio pode variar de 1 a 10%
do peso seco da célula. Esta variacdo € observada tanto entre diferentes grupos de
microalgas, como em diferentes populacdes de uma mesma espécie, dependendo
do fornecimento e disponibilidade deste nutriente (RICHMOND, 2004).

O nitrogénio é o nutriente que afeta de forma mais critica a biossintese,
armazenamento e composicdo dos lipideos. O metabolismo de varias algas é
influenciado por este nutriente, influenciando na concentracédo de lipideos e acidos
graxos. A insuficiéncia do nitrogénio leva a um acumulo de lipideos nas microalgas,
geralmente por estresse fisiolégico. Alguns estudos envolvendo algas revelaram que
o acumulo de lipideos e acidos graxos sdo influenciados pela quantidade de
nitrogénio do meio de cultivo (PIORRECK; BAASCH; POHL1984).

Estudos mostraram que em culturas onde o nitrogénio é um fator limitante, a
porcentagem de lipideos em relacdo a massa total aumenta consideravelmente (HU
et al.,, 2008). Em seus estudos, Piorreck et al. (1984) constataram que em baixas
concentracbes de nitrogénio, as algas verdes apresentam grandes contragfes de
lipideos totais (44-66% do peso seco).

Um fator essencial na preparacdo do meio de cultura para muitas algas € a
forma em que o nitrogénio é fornecido. Segundo Mata, Martins e Caetano (2010),
essa resposta as condi¢cdes de estresse por deficiéncia nutricional € particular de
cada espécie, sendo que a alteracdo na composicao dos acidos graxos e no teor de
lipideos das microalgas pode ocorrer de forma negativa ou positiva.

Quando a fonte de nitrogénio apresenta-se na forma de nitrato, a microalga
realiza gastos celulares energéticos para reduzir esse ion a nitrito, posteriormente,
ocorre outra reducao gerando a amonia (forma de nitrogénio utilizada pela alga em
seu metabolismo) (BERTOLDI, 2008).
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A caréncia de nitrato pode desencadear a acumulacdo de lipideos,
nomeadamente os triacilglicerois (TAG), adequados para a producdo de biodiesel.
(PRUVOST et al., 2011). Amaro et al. (2011) referem que a produtividade e o teor
lipidico estdo correlacionados inversamente e, em situagfes de stress, como a
privacdo de nitrogénio, o crescimento das células é limitado, aumentando por outro
lado o teor de lipideos. Quando ndo h& nitrogénio suficiente para a biossintese das
proteinas necessarias para o crescimento, o carbono em excesso proveniente da
fotossintese € canalizado para as moléculas de armazenamento, como 0S

triacilglicerdis, aumentando a taxa lipideos (RAMOS et al., 2009).

3.8 Lipideos e composicao celular das microalgas

Os lipideos sédo substancias quimicas que caracterizam-se pela sua alta
solubilidade em solventes organicos apolares e baixa solubilidade em &gua
(NELSON; COX, 2011). As funcbes dos lipidios nos organismos vivos sado tao
diversas quanto a sua composi¢ao quimica. De modo geral, dentre todas as funcdes
destas substancias, a funcéo energética e estrutural se destacam. Energeticamente,
os lipideos tem funcdo de armazenar energia, na forma de gordura e acidos graxos.
Estruturalmente os lipideos participam da composicdo das membranas celulares,
através dos fosfolipidios (RAMOS et al., 2009).

De acordo com a natureza do &cido e do alcool que os formam, os lipideos
podem ser classificados em trés grupos: lipideos simples, compostos e derivados.
(FAHY et al., 2005).

Os lipideos simples sé@o ésteres de acidos graxos com algum tipo de alcool,
podendo ser glicerideos (ésteres de glicerol, que sdo os 6leos e as gorduras) ou
cerideos (ésteres de alcoois aciclicos superiores, que sdo as ceras). Os lipideos
compostos apresentam além dos elementos contidos nos lipideos simples (C, H e
0), atomos de nitrogénio e fésforo. Dividem-se em fosfolipideos (ésteres de acidos
graxos, acido fosférico e alcool) e glicolipideos (ésteres de acidos graxos,
Carboidrato e alcool); e por fim, os lipideos derivados, sdo obtidos por hidrélise de
lipideos simples e compostos, incluindo substancias como &cidos graxos, alcodis,
hidrocarbonetos, vitaminas lipossolluveis, pigmentos e compostos nitrogenados
(FAHY et al., 2005).
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Quanto ao tipo de ligacao entre os atomos de carbono da molécula, os &cidos
graxos podem ser tanto saturados, quanto insaturados. No geral, os acidos graxos
predominantes sdo os insaturados, como o palmitoleico (C16:1), oléico (C18:1),
linoléico (C18:2) e linolénico (C18:3). Mas também, ocorre a producdo de acidos
graxos saturados, correspondendo a uma quantidade de 13,6-58,9% da soma de
todos os acidos graxos. Entres os &cidos graxos saturados ocorre uma
predominéancia do palmitico (C16:0), acido miristico (C14:0), acido estearico (C18:0)
e acido laurico (C12:0) (MATA et al., 2010).

Os lipidios também podem ser classificados como polares e apolares. Os
lipidios apolares compreendem os mono-, di- e triacilglicerdis. Os polares sao
representados pelos fosfolipidios e glicolipidios, e estdo associados a formacéo
estrutural e a funcionalidade das membranas celulares (BRIAN, 2011).

Para a produgdo de biodiesel, os lipidios que mais interessam sdo os de

armazenamento, como, por exemplo, os triacilgliceréis (Figura 7), também
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conhecidos como gorduras ou gorduras neutras. Os 4cidos graxos sdo as principais
moléculas de construcdo destes tipos de lipidios. Os triacilgliceréis sdo compostos
por trés acidos graxos e suas quantidades determinam as propriedades fisicas da
molécula no geral. Além da quantidade de cada acido graxo, o comprimento da
cadeia e o numero de duplas ligacdes determinam as caracteristicas fisicas
(RAMOS et al., 2009).

Figura 7. Molécula de triacilglicerol
Fonte: Ramos et al., 2009.

Os acidos graxos que compde os triacilglicerdis influenciam diretamente nas
propriedades do biodiesel produzido a partir destes, tais como: a viscosidade
cinematica, a massa especifica, o ponto de entupimento de filtro a frio e a estabili-
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dade oxidativa. Para tanto, a avaliacdo dos triacilglicer6is para producdo deste
biocombustivel € de fundamental importancia (HU et al., 2008).

O conteudo de lipidios da biomassa microalgal pode variar entre 1 a 40% do
peso seco e, em certas condi¢cdes de cultivo, pode alcancar até 85% (BECKER,
2004). Cada espécie ou linhagem de microalga, apresenta capacidade especifica de
producéo de 6leo em grandes quantidades (HU et al., 2008). Se a microalga contem
caracteristicas favoraveis as condicbes ambientais do local de cultivo e um bom
crescimento em pouco tempo de cultivo, apresentara 6timas condi¢cdes para produzir
em sua célula uma alta quantidade de lipidios (MATA et al., 2010).

Os diferentes tipos de lipideos produzidos pelas microalgas contem entre 12 e
22 carbonos e sao tipicamente compostos por glicerol, acucares e acidos graxos, em
sua maioria insaturados, apresentando em menor proporcdo a presenca dos acidos
graxos saturados (KHAN et al., 2009). Em algumas espécies, 0s acidos graxos
polinsaturados representam entre 25 e 60% dos lipideos totais (RADMANN; COSTA,
2008). A expressiva quantidade de instauracdo dos acidos graxos presentes em
algumas espécies de microalgas, facilita a oxidacdo do biodiesel durante seu
armazenamento, limitando a utilizacdo das mesmas como matéria prima para
producdo deste biocombustivel (BRENNAN; OWENDE, 2010).

O extrato lipidico das microalgas é composto de trés classes de lipidios:
lipidio total, lipidio bruto e lipidio neutro. A fracdo lipidica total inclui pigmentos,
fosfolipidios, glicolipidios, além dos lipidios neutros, a fracdo lipidica bruta contém
todos os lipidios neutros e pigmentos e a fracdo lipidica neutra inclui os
triacilglicerideos, os acidos graxos livres, os hidrocarbonetos, os esterois, 0s ésteres
de esterdis e os alcoois livres (BRIAN et al., 2011).

As microalgas produzem mais 6leo do que alguns vegetais oleaginosos. O
conteudo de lipidios excede a maioria das plantas terrestres e pode ser considerado
como um substituto potencial para os produtos do Oleo de origem féssil (OIL
PRODUCTION, 2008). A Tabela 3 mostra o rendimento da extragdo de Oleo de

diversas oleaginosas e microalgas.



29

Tabela 3. Rendimento da extracdo de 6leo em diferentes espécies de oleaginosas.

Rendimento de 6leo t/ha x ano

Mamona 0,5-1,0

Soja 0,2-0,6

Girassol 0,5-1,5
Canola 0,5-0,9

Pinhdo manso 2,0-3,0
Oleo de palma (dendé) 3,0-6,0
Microalgas 50-100

Fonte: Pequeno et al, 2012.

Algumas espécies de microalgas, mesmo apresentando reduzido teor de Oleo
em sua biomassa, sdo capazes de produzir 58.700 L ha'! ano! de éleo, valor
significativamente superior, quando comparado a cultura de milho (172 L ha* ano?),
soja (636 L ha' ano?), canola (974 L ha' ano') ou mesmo palma (5.366 L hat
ano) (CHISTI, 2007).

Comparando-se com as plantas superiores, a variagdo da composicao
quimica em &acidos graxos nas microalgas é muito grande, até mesmo quando se
observa esta caracteristica dentro e entre 0s grupos taxondmicos. A composicao
quimica do 6leo presente na matéria prima utilizada na producdo do biodiesel,
influencia diretamente em sua escolha para tal processo (COBELAS; LECHADO,
1989). Sendo assim, a producao de acido graxo, tanto podem ser os poliinsaturados
de cadeia longa (PUFAS), tais como C20:4; C20:5; C22:5; C22:6, quanto os acidos
graxos de 16 e 18 carbonos com cadeias saturadas ou com diferentes padrbes de
monoinsaturacdo, C16:0; C16:1; C18:1 (BOROWIZTKA, 1998).

O odleo de microalgas, se enquadra dentro das principais caracteristicas
exigidas pela ANP (Agencia Nacional de Petréleo) para qualidade do biodiesel,
como o ponto de fulgor minimo de 115°C e baixo indice de acidez (menor que 0,8
mg KOH/g) (TEIXEIRA, 2006).

A composicdo da microalga varia conforme a fase de crescimento e a
espécie. Além do conteudo lipidico, as microalgas apresentam em resposta a
diferentes condi¢bes de iluminacgbes, diferentes propor¢cées de pigmentos. Cada
pigmento presente na composi¢ao das microalgas apresenta diferentes espectros de

absorcao, especificos para cada um dos mesmos (BOROWIZTKA, 1998).
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As clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas, sdo os principais grupos de
pigmentos encontrados na biomassa microalgal (ABALDE et al., 1995).

As ficobilinas séo classificadas como proteinas e as demais, do grupo dos
lipideos (BARSANTI; GUALTIERI, 2006). Os carotendides, sdo pigmentos que
apresentar cor amarela, laranja, vermelha ou marrom. Atuam como pigmentos
fotossintéticos secundarios, aumentam a captacdo de luz de fotossistemas e
protegem o fotossistema do excesso de luz, funcionando também, como
fotoprotetores (LOURENCO, 2006). Dentre aproximadamente 60 tipos diferentes de
carotenoides, as microalgas podem conter entre 5 e 10 tipos em suas células
(BAKER; GUNTER, 2004).

Praticamente os Unicos pigmentos naturais verdes utilizados nos processos
fotossintéticos, sdo as clorofilas. Com estrutura complexa, as clorofilas apresentam
carater hidrofébico e alto grau de instauracdo. As clorofilas sé@o classificadas de
acordo com sua estrutura molecular e pela capacidade de absorcédo luminosa, em
cinco classes que podem ser encontradas naturalmente em algas: clorofilas a, b, c, d
e (ANDRADE et al., 2014).

Segundo Streit et al, (2005), independente da classificagdo das microalgas, a
clorofila a € a mais abundante, atuando como agente catalitico no primeiro estagio
do processo de fotossintese na fase fotoquimica.

Outras clorofilas sdo consideradas pigmentos acessorios, e auxiliam na
absorcdo de luz e na transferéncia da energia para os centros de reacdo. A clorofila
c € considerada como um intermediario na transferéncia de energia entre
carotenoides e clorofila (FALKOWSKI; RAVEN, 1997).

Dentre os processos de extracdo de pigmentos conhecidos, ndo ha um unico
método eficiente, pois a estabilidade da extracdo depende da espécie da microalga.
HERRERO e colaboradores (2005) extrairam antioxidantes por solventes GRAS
(considerados seguros) em amostra seca da microalga Spirulina platensis e
concluiram que o etanol mostrou melhor performance em comparagédo ao hexano e
ao éter de petroleo.

As microalgas produzem carboidratos que, na sua maioria, sdo produtos de
reserva (amido, crisolaminarina e paramido) ou atuam no equilibrio osmotico, e por
possuirem alto valor calérico, constitui valiosa fonte energética aos consumidores
(VALENZUELA-ESPINOZA; MILLAN-NUNEZ; NUNEZ-CEBRERO 2002). A

composicdo de carboidratos pode apresentar diferenca na fase exponencial e na
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fase estacionéria, sendo estas especificas a cada espécie. Nestas fases, podem ser
encontrados carboidratos na forma de amido, glicose e polissacarideos, néo
limitando o uso da microalga em alimentos (HARUN et al., 2009).

As microalgas podem possuir quantitativos semelhantes de proteinas as das
sementes de leguminosas, que caracterizam-se por apresentar alto teor protéico (12
a 35%), sendo que alguma que, algumas variedades de soja alcancando de 40 a
50% de proteina na semente (NEVES; SILVA; LOURENCO, 2004). As condicfes de
cultivo, de modo geral, ndo influenciam na qualidade da proteina das microalgas e
estas apresentam a mesma composicdo de aminoacidos, independente do aumento
da intensidade luminosa fornecida aos sistemas de cultivo ou das diferentes fases
de crescimento das microalgas (BROWN; JEFFREY; VOLKMAN, 1997).

Valenzuela e colaboradores (2002), relatam que o teor de proteinas € maior
na fase exponencial e de carboidratos na fase estacionaria quando as células ja
estdo envelhecidas.

3.9 Extracao do 6leo de microalgas

A extracdo de Oleos vegetais teve inicio com o linho e o algoddo no antigo
Egito (10.000 a.C). Algum tempo depois, novas técnicas que resultassem num
melhor rendimento na extracao de 6leos foram desenvolvidas e em 1877 foi utilizada
a primeira prensa hidraulica (MA; HANNA, 1999).

Estudos tém sido realizados, com o objetivo de identificar microalgas
adequadas para a producdo de biodiesel e para isso concentram seus trabalhos,
além do cultivo, da colheita e separagdo das microalgas, nos processos de extragdo
e caracterizacdo da fracdo lipidica extraida (SCHMITZ;, DAL MAGRO; COLLA,
2010).

Existem atualmente, diferentes formas de extracdo do 6leo de microalgas,
utilizando diversos tipos de solventes, possibilitando assim, um aperfeicoamento das
metodologias de extracdo e por fim, obter uma quantidade de 6leo maior, com um
custo cada vez menor (CARVALHO; MALCATA, 2005).

Os requisitos para que um método de extracao seja eficiente, é que este seja
rapido e termolébil, a fim de reduzir a degradacdo dos lipideos e triacilglicerois
(MOLINA et al., 2003). Na extracdo os solventes devem ser baratos, volateis, de

baixa toxicidade, puros, imisciveis em agua e seletivos, ou seja, que ndo extraiam
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compostos indesejaveis, contaminando o 6leo obtido (MOLINA et al., 2003). Diante
deste contexto, 0 método de extracdo de lipideos da biomassa microalgal, deve
especifico e ter a maior seletividade possivel, a fim de minimizar a extracdo das
fracbes ndo lipidicas e maximizar as fracdes desejadas (MENDIOLA et al., 2007).

A extracdo dos lipideos de microalgas € normalmente realizada por processos
como: extracao por ultrassom, micro-ondas, prensagem mecanica, homogeneizacao,
extracdo com solvente, extracdo com fluido supercritico, extracbes enzimatica, e
choque osmatico (CHISTI, 2008).

O emprego de extracdo assistida por ultrassom ou micro-ondas, tem por
objetivo a maxima remocéo dos lipideos da biomassa (LATALA, 1991). As ondas
sdo aplicadas para que ocorra o rompimento das células, promovendo assim, um
maior contato do conteudo interno com o solvente extrator. Quando deseja-se extrair
compostos com baixo peso molecular, o método mais utilizado é a ultrassom. Este
método apresenta um eficiente rendimento do O6leo, utilizando-se demanda
energética menor quando comparado com outras técnicas de extracdo (MENG,
2009).

Outra vantagem da utilizacdo do ultrassom é a reducdo do tempo de extragao,
reduzindo o volume de solvente necessério no processo, minimizando possiveis
danos ambientais (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

As microondas, que quebram as células usando o choque de ondas de alta
frequéncia, foram sugeridas recentemente como uma técnica para extracao de 6leos
vegetais (VIROT et al., 2008). A ultrassonicacao parece ser um dos métodos mais
comuns para assegurar acesso livre aos solventes e a subsequente extracdo dos
lipideos, pois racha a parede e a membrana da célula, permitindo uma melhor
penetracdo do solvente no interior da mesma (CRAVOTTO, 2008).

As técnicas de extracdo por prensagem mecanica e homogeneizacéao,
envolvem o uso de pressbes para romper as paredes celulares, extraindo o
contetdo lipidico interno (GREENWELL et al.,, 2010). A extragdo utilizando o
processo de prensagem é uma das op¢des mais simples. Neste processo, é utilizada
uma prensa que extrai uma grande porcentagem de Oleo, através da compressao
das microalgas contidas em um determinado volume de biomassa (PEREZ, 2007).

A extracdo mecanica, mantém a integridade quimica da substancia
originalmente contida dentro das células, minimizando a contaminacdo da biomassa

de microalgas a partir de fontes externas. Este método é geralmente utilizado em
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combinacdo com solventes, o que pode facilitar o processo de separacdo do Oleo
extraido da biomassa. Normalmente, este tipo de rompimento celular se torna mais
eficiente quando a concentracdo de biomassa estd em torno de 100 a 200 gL
(GREENWELL et al., 2010).

A extracdo com fluido supercritico ganhou aceitacdo nos ultimos anos, tendo
reconhecida a sua alta seletividade, solucionando o maior problema relativo a
extracdo com solventes organicos que caracteriza-se pela dificuldade de remocéao
total dos residuos de solventes presentes nos extratos (MENDIOLA et al., 2007).

Este método pode extrair quase 100% de todo o dleo, no entanto, necessita
de um equipamento especial para o confinamento e a aplicagcdo de pressao, para
que o extrato obtido seja altamente purificado e livre dos residuos de solventes
(SAHENA et al., 2009). Na extracdo por fluido supercritico, utiliza-se o CO2. O gas é
submetido a pressdo até que se liquefaca, em seguida é aquecido ao seu ponto
supercritico, onde apresenta propriedades tanto de liquidos, quanto de gés. Este
fluido atua como solvente, realizando a extracao do 6leo (FIORENTINI et al, 2006).

Para a eficiéncia do método supercritico, quatro fatores fundamentais:
pressdo, temperatura, tempo de extracdo e a vazdo do solvente. O uso de co-
ssolvente é um fator interessante se tratando de extracdo com fluidos supercriticos
e/ou gases pressurizados. Quando o etanol é utilizado como co-ssolvente, a
polaridade do meio pode aumentar propiciando um aumento no rendimento e/ou
seletividade da extracdo (MENDIOLA et al., 2007).

A extracdo enzimatica também provoca o rompimento da parede celular,
através da hidrolise para liberacdo do Oleo. Esta técnica fornece resultados
promissores quando aplicada simultaneamente com processos puramente
mecanicos, aumentando o rendimento na obtencao de 6leo (GOMES, 2016).

O meétodo de choque osmoético € um procedimento de extracdo onde ocorre
uma reducdo repentina na pressdo osmatica, levando a ruptura das paredes das
células das microalgas em solucao, liberando componentes celulares, tais como o
6leo. No entanto, o uso de solvente, como uma etapa posterior ao choque osmotico,
resulta em uma melhor extracao do 6leo (MENDIOLA et al., 2007).

No método de extracdo por solvente o Oleo é extraido da biomassa por
repeticdo de lavagem ou percolacdo com um solvente organico, podendo ser
realizada isoladamente ou em conjunto com outros métodos, buscando, assim, um
maior rendimento do 6leo (PEREZ, 2007).
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Brum e colaboradores (2009) definiram a extracdo de 6leo com solvente,
como um processo de transferéncia de constituintes soluveis (o 6leo) de um material
inerte (a matriz graxa) para um solvente com o qual a matriz se acha em contato. Os
solventes organicos sdo muitos utilizados na extracdo do 6leo das microalgas, mas
devido O rendimento do 6leo depende do tipo de solventes utilizados, levando em
consideragao o potencial antioxidante e a polaridade dos compostos. Dentre todos
os tipos de solventes, os organicos, sao os mais utilizados na extracdo do 6leo de
microalga (WAHLEN; WILLIS; SEEFELDT, 2011). Os solventes mais utilizados sao o
hexano, o etanol, o cloroférmio e o éter dimetilico (MOLINA et al., 2003; D’OCA et
al., 2011).

Devido as diferencas morfolégicas e fisioldgicas entre as espécies de
microalgas, obter informacfes sobre os solventes que serdo utilizados é
indispensavel para o sucesso da extracdo. Ha solventes que ndo conseguem romper
totalmente a parede celular da microalga, e com isso obtém-se um menor
rendimento de 6leo (PEREZ, 2007).

Para que a extracdo seja eficaz, se faz necessario que o solvente penetre
totalmente a biomassa e entre em contato com a substancia que se deseja extrair. O
etanol, por exemplo, € um bom solvente polar, que age enfraquecendo as ligacdes
de hidrogénio, obtendo-se lipideos polares. No entanto, o etanol acaba extraindo
algumas substancias ndo desejaveis, como acucares, aminoacidos, sais, proteinas
hidrofobicas e pigmentos (WAHLEN; WILLIS; SEEFELDT, 2011).

Folch; Lees; Stanley (1957) desenvolveram uma metodologia para extracao
de lipideos, utilizando cloroféormio/metanol (2:1 v/v), seguida pela adicdo de solucdo
de cloreto de potassio, com o objetivo de promover uma melhor separacdo das fases
obtidas na reacéo.

Métodos gravimétricos, comumente empregados para determinacdo do teor
de lipideos totais, sdo baseados na extracdo com hexano em Soxhlet ou no método
de Bligh e Dyer (1959). Quando o solvente utilizado é o hexano, pode-se fazer uso
do equipamento de Soxhlet, que apresenta algumas vantagens em relacdo aos
outros métodos, pois, 0 solvente fica em constante contato com a amostra, podendo
ser constantemente renovado, sem que haja procedimento posterior para obtencéo
do 6leo (MIAO; WU, 2006).

Bligh e Dyer modificaram o método Folch, utilizando cloroférmio:

metanol:agua (2:1:0,8 v/v), propondo um método rapido para extracdo e purificacao
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7

de lipideos totais. Este método é bastante estudado e conhecido pelos
pesquisadores, com objetivo de determinar os lipideos totais, que compreendem
acidos graxos, hidrocarbonetos, esteroides, acilglicerois, pigmentos e os glico- e
fosfolipideos. ApOs obter o 6leo pelo método Blight e Dyer, obtém-se os lipideos
neutros, que sao a fracdo conversivel em biodiesel, através da redissolugdo dos
lipideos totais em hexano ou outro solvente qualquer que atue como esterificante.
Apoés a eliminacdo do solvente por evaporacdo, a massa dos lipideos neutros é
entdo determinada (FOLCH et al. 1956).

Tanto o método de Folch et al. (1956) como o de Bligh e Dyer (1959), apesar
de eficientes nos processo de extracdo, apresentam algumas desvantagens, como a
toxicidade dos solventes usados e a possivel extracdo de substancias nao
desejaveis da fase organica. Ambos os métodos sédo largamente utilizados, tanto
como propostos originalmente, quanto modificados (OH; LEE; YOON, 1998).

Uma das principais limitagées para producéo de produtos de baixo custo e co-
produtos, como por exemplo, combustiveis e alimentos, é o processo de extracao,
gue apresenta todas as caracteristicas e particularidades citadas anteriormente
(WAHLEN; WILLIS; SEEFELDT, 2011).

3.10 Biodiesel de microalgas

As primeiras pesquisas com microalgas para a producdo de biocombustivel
ocorreram em 1950 no MIT (Massachusetts Institute of Technology), a partir de
entdo, os estudos vém sendo aprimorados no intuito de aperfeicoar os processos. O
uso de microalgas para a producéo de biodiesel também é uma aplicacdo de grande
interesse devido a sua alta taxa fotossintética, quando comparada as plantas
terrestres (ARESTA; DIBENEDETTO, A.; BARBERIO, 2005). Pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para utilizacdo de microalgas como matéria-prima para producao de
biodiesel com o objetivo de avaliar as variaveis que influenciam no rendimento e na
gualidade do produto, assim como nos custos do processo (OH; LEE; YOON, 1998).

Para a biomassa de microalga ser economicamente viavel como matéria-prima
para a producdo do biodiesel em relagcdo as culturas tradicionais é necessario
aumentar a produtividade da biomassa e o teor de lipideos e reduzir os custos dos
insumos utilizados no preparo do meio de cultivo (GRIMA et al., 2003).
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As microalgas tém grande potencial para a producdo do biodiesel, pois
apresentam uniformidade do organismo, ao contrario das plantas que apresentam
folhas, caule, frutos e raizes que deverdo ser separados antes da extracdo dos
acidos graxos (HUNDT; REDDY, 2011).

Para o biodiesel produzido, a partir de microalgas, ser aceito tanto no mercado
nacional quanto nos mercados internacionais, as suas propriedades fisico-quimicas
devem estar dentro dos padrdes nacionais, definidos pela Agéncia Nacional de
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis - ANP (ANP 07/2008). O biodiesel obtido a
partir da biomassa de microalgas possui caracteristicas fisicas e quimicas
semelhantes as do biodiesel obtido a partir das biomassas tradicionais (soja, pinhdo-
manso, babacu, O6leo residual, etc.), por possuir lipideos com caracteristicas
semelhantes (MIAO; WU, 2006).

A producdo de biodiesel de Oleo de microalgas, ocorre a priori, por
transesterificacdo catalisada, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do
Oleo, por bases ou acidos ou enzimas, usando catalisadores homogéneos ou
heterogéneos (MOHEIMANI, 2005). Este processo é o mais economicamente viavel
e de maior eficiéncia entre os trés apresentados, tendo em vista a composi¢cédo dos
principais 6leos utilizados para producéo de biodiesel (HAERTEL, 2009).

Outras alternativas podem ser a esterificacdo, esterificacdo seguida de
transesterificacdo, hidroesterificacdo ou, ainda, a realizacdo da extracao do o6leo e
transesterificacdo direta, também conhecida como transesterificagdo in situ. Além de
simplificar o processo de producdo, os resultados de transesterificacdo direta
melhoram os rendimentos em ésteres alquilicos, quando comparados a uma
extragdo convencional (LEWIS; NICHOLSB; MCMEEKINA, 2000).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo da microalga

O cultivo da microalga foi realizado no Laboratério de Botanica da Faculdade
de Ensino Superior de S&o Miguel do Iguacu — PR. A cepa da microalga
Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) foi fornecida pelo laboratério de
Limnologia, Ecotecnologia e Biomanipulacdo da Universidade Estadual de Oeste do
Parana — UNIOESTE. A microalga utilizada no estudo é um estirpe que foi isolada no
proprio laboratdrio, por isso € caracterizada como uma cepa selvagem.

Os experimentos foram realizados em triplicatas, conduzidos em biorreatores
de vidro com capacidade de 3000 mL de volume, contendo 2000 mL de cultura
contando com um sistema de arejamento e agitacao, através de compressores de ar
tipo A320/A420. A temperatura do ambiente foi de 25° C e fotoperiodo de 24 horas,
fornecido por quatro lampadas florescentes tubular de 20 W, totalizando uma
iluminancia de 5000 Lux.

O preparo dos in6culos da microalga foi realizado em duas condi¢cfes: com
(CN) e sem nitrogénio (SN) no meio de cultivo. O meio de cultivo utilizado foi o TAP
(HARRIS, 1989), com os macronutrientes e micronutrientes nutrientes apresentados

nas Tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4. Solucéo de sais.

Reagente Quantidade (g.L)
NH4CI 15.0
MgSO4 . 7TH20 4.0
CaClz . 2H20 2,0

Fonte: Autor, 2016

Tabela 5. Solucéo de fosfatos.

Reagente Quantidade (g.L)
K2HPO4 28,8
KH2PO4 14,4

Fonte: Autor, 2016
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Tabela 6. Solucéo elemento traco.

Reagente Quantidade (g.L)

EDTA 50
ZnS04 . 7 H20 22

H3BOs3 11,4

MnClz . 4 H20 5,06

CoCl2. 6 H20 1,61

CuS0O4 .5 H20 1,57

(NH4)sM07024. 4 H20 1,10

FeSOa4. 7 H20 4,99

Fonte: Autor, 2016

No cultivo sem nitrogénio (SN) os nutrientes nitrogenados (NH4Cl e
(NH4)sM07024) foram suprimidos. Os cultivos foram executados, contendo 2 L de
agua, 10 mL de solucédo de Sal, 4 mL da solucédo de fosfatos e 2 mL de Elemento
traco e por fim 5 mL do indculo.

Os cultivos foram alimentados com as solugbes a cada 7 dias. A Figura 8

demonstra o cultivo da microalga.

Figura 8. Cultivo da microalga Chlamydomonas reinhardtti
Fonte: Autor, 2016.
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4.2 Cinética de crescimento

O aumento da biomassa e/ou densidade celular nos cultivos foi monitorado
diariamente, pela concentracdo celular, utilizando-se uma correlagcdo pré-
determinada (curva-padrdo) entre a massa seca da biomassa, pela absorbancia a
670 nm, determinada utilizando-se um espectrofotometro Shimadzu UV-vis 1203 e,
também, por turbidez, utilizando-se um turbidimetro - modelo AP 2000P.

Para obter a curva de crescimento celular, foram realizadas medidas diarias
da turbidez de ambos os cultivos, obtendo-se a biomassa em funcdo dos dias para
cada meio.

A produtividade (P em g.L.dia!) da biomassa é dada por:

(X — Xo)
= -0 (Equacéo 1)
(t—to)
sendo que: X: é a densidade celular no tempo t em (g.L™
Xo é a densidade celular no tempo to em (g.L1)

t € o tempo (dia).
4.3 Recuperacédo da biomassa

A recuperacao da biomassa do cultivo foi realizada no 14° dia de cultivo pela
adicdo de 5 mL de uma solugdo na concentracdo de 5 g/L de floculante catiénico
(Tanfloc-SL) por litro de cultivo de alga, para que a biomassa decantasse.

ApoOs a decantagdo a biomassa foi filtrada em telas de 20 mesh, e entéo
recolhida e colocada em estufa para a secagem, na temperatura de 60° C, por 24
horas (BECKER, 1994; SPECTOR et al., 2008; D’OCA et al., 2008; MIAO e WU,
2006). De acordo com os dados da literatura, temperaturas em torno de 60° C
mantém a composicéo de lipidios na biomassa algacea (WIDJAJA et al., 2009).

Depois de seca, a biomassa foi triturada e armazenada em potes plasticos a
temperatura de -8 °C (em freezer), com 0 objetivo de manter, desta maneira, as
propriedades da biomassa (MOLINA GRIMA et al., 2003; WIDJAJA et al.; 2009).
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4.4 Teor de clorofilaaeb

A concentracdo de clorofilas a e b foi estimada por método colorimétrico, por
meio da substituicdo dos valores de absorbancias das amostras lidas em diferentes
comprimentos de ondas, conforme as equacdes 2, 3 e 4, propostas por Becker

(1994).
Clorofila a (mg L) = (16,5 x A665) — (2,69 x A650) (Equacéo 2)
Clorofila b (mg L) = (33,8 x A650) — (12,5 x A665) (Equacéo 3)
Clorofilaa+b (mgL?) = (4,0 x A665) + (25,5 x A650) (Equacéo 4)

Para a realizacéo das leituras de absorbancias, cerca de 10 mg de biomassa
seca, proveniente do cultivo com e sem nitrogénio, foram suspendidas em 3 ml de
metanol em tubos do tipo Falcon (15 mL) e centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos.
Em seguida, as amostras foram levadas ao banho-maria, a 90° C por 5 minutos.

ApOs este periodo, o volume da solucéo foi completada, adicionando-se mais
4 mL de metanol e as amostras foram submetidas as leituras em espectofotbmetro
(Thermo Scientific, mod. Genesys 10S UV-VIS) nos respectivos comprimentos de

onda, conforme a equacéao para avaliacdo do teor de clorofila.

4.5 Determinacdo das proteinas totais

As proteinas da biomassa proveniente de ambos os cultivos (com e sem
nitrogénio) foram determinadas por analises em triplicatas, de acordo com a
metodologia proposta pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Qualidade de Alimentos — LQA, da Universidade
Estadual do Oeste do Parana — Campus Toledo.

Para tanto, 100 mg de biomassa foram adicionadas em um tubo de ensaio
com bordas e esta suspendida com 5 mL da solugéo digestora. Em seguida o tubo
foi levado ao bloco digestor a 50° C, aumentando a temperatura do mesmo até que
atingir 450° C.

Constatou-se que houve digestdo completa da amostra, quando a mesma
adquiriu cor esverdeada, sem presencga de grumos no tubo.
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Na sequencia foram adicionados nos tubos cerca de 15 mL de agua destilada.
A destilacdo foi realizada acoplando-se o tubo de ensaio com a amostra digerida no
equipamento destilador. A destilacao foi finalizada quando o erlenmayer completou
75 mL da solucao destilada.

A titulacdo da amostra foi realizada com &cido sulftrico (0,02 M), anotando-se
o volume de acido gasto no procedimento.

O calculo das proteinas totais foi realizado de acordo com a equacao 5:

% de N =V x N x Fator do &cido x 14 x 100 (Equacao 5)
P amostra (mg)

Onde:
V = volume acido gasto
N = normalidade do acido

P amostra = peso amostra

% de Proteina Bruta = % de N * 6,25

4.6 Determinagdo de matéria seca, mineral e umidade

A determinacdo da matéria seca e das cinzas, proveniente de ambos os
cultivos (com e sem nitrogénio) foram realizadas por analises em triplicatas, de
acordo com a metodologia proposta pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985. As
analises foram realizadas no Laboratdrio de Qualidade de Alimentos — LQA, da
Universidade Estadual do Oeste do Parand — Campus Toledo.

Para determinar a matéria seca, cadinhos (250 mL) foram levados a estufa
por 2 horas na temperatura de 105° C. Passado este tempo, os cadinhos foram
deixados no dessecador até esfriarem, para posterior pesagem dos mesmos. Em
seguida 2,000 g de biomassa foram adicionados aos cadinhos e posteriormente
estes foram levados para estufa numa temperatura de 105° C, por 8 horas. Apés
este procedimento, os cadinhos foram levados novamente ao dessecador até esfriar
e por fim pesados para obter o peso final da amostra.

O célculo da matéria seca foi realizado de acordo com as equacado 6 e 7 :

Peso seco = (peso a 105° C — peso do cadinho) (Equacéo 6)
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Matéria seca definitiva (%) = peso seco x 100 (Equacéo 7)

peso amostra
Para determinacdo da matéria mineral (cinzas), os cadinhos (250 mL)
contendo as amostras provenientes da determinacdo da matéria seca, foram levados

para a mufla a 550° C até queima total da matéria organica, por aproximadamente 4

horas.
O calculo da matéria seca foi realizado de acordo com as equacéo 8 e 9 :
Peso seco = (peso a 105° C — peso do cadinho) (Equacéo 8)
Cinzas (%) = peso seco 550° C x 100 (Equacéo 9)
peso a 105°
A umidade da biomassa foi calculada de acordo com a equacéao 10:
Umidade (%) = (100 - % matéria seca definitiva) (Equacéo 10)

4.7 Determinacdao das fibras totais

A determinacéo das fibras totais, proveniente de ambos os cultivos (com e
sem nitrogénio) foram realizadas por analises em triplicatas, de acordo com a
metodologia proposta pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985. As andlises foram
realizadas no Laboratorio de Qualidade de Alimentos — LQA, da Universidade
Estadual do Oeste do Parand — Campus Toledo.

Pacotes plasticos (200 mL) foram pesados e em seguida adicionados ao
mesmos 1 g de biomassa, que ficaram em repouso por 5 minutos em 200 mL de
hexano. Passado este tempo, alcool etilico foi burrificado dentro dos pacotes. Os
pacotes foram levados para estufa a 105° C até secagem total das amostras. Na
seguencia os pacotes foram selados e acondicionados nas bandejas do aparelho
determinador de fibras, as quais foram totalmente cobertas com acido sulfdrico
(1,25%). Os pacotes permaneceram no aparelho dissecador por 30 minutos a 90° C.
Posteriormente a este procedimento, foram realizadas 2 lavagens sucessivas nos

pacotes com agua deionizada fervente. Novamente foram adicionados &acido
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sulfarico ao aparelho, seguidas de mais duas lavagens com &gua deionizada,
igualmente o procedimento inicial, permanecendo por mais 30 minutos em reacao.
Em seguida, os pacotes foram suspendidos dentro de um béquer contendo
alcool etilico, retirados e secados com auxilio de papel toalha.
Por fim, os pacotes foram levados para estufa a 105° C por 3 a 4 horas e apoés
retira-los, deixados esfriar em dessecador e posterior pesagem dos mesmos.

O calculo da fibra total foi realizado de acordo com a equacédo 11:

Fibra Bruta (%) = A-T x 100 (Equacéo 11)
P
Onde: A = peso do pacotinho + residuo, em grama
T = peso do pacote

P = peso da amostra (g)

4.8 Determinacdo dos carboidratos totais

A quantidade de carboidratos totais foi calculada através dos dados obtidos
nas analises de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e fibras presentes na biomassa.
Neste trabalho, os dados de percentual lipidico para a determinacdo dos
carboidratos totais foram obtidos pelo método Soxhlet, utilizando-se como solvente
éter, conforme metodologia proposta pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985.

O célculo dos carboidratos totais foi realizado de acordo com a equagéo 12:

Carboidratos = 100 — (% umd + % cinz + % prot+ % lip + % fib) (Equacio 12)

Onde: % umd = umidade
% cinz = cinzas
% prot = proteinas
% lip = lipideos
% fib = fibras

4.9 Extragao do oleo
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A extracdo dos lipideos foi realizada pelo método proposto por Blight e Dyer
(1959), adaptado por Chen et al. (2012). A extracdo foi realizada em diferentes
temperaturas: 30° C e 45° C. Os ensaios foram conduzidos em triplicata para cada
variavel. Inicialmente pesaram-se 50mg de biomassa seca, em tubos do tipo Falcon
(15 mL). Aos tubos foi misturada 5 mL de solucao, contendo cloroférmio/metanol na
proporcao 1:2 (v/v), homogeneizado por 30 segundos e em seguida levadas a
banho-maria por 60 minutos, nas respectivas temperaturas de extracao.

AplOs o0 aquecimento, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5
minutos. Este procedimento foi repetido por 2 vezes. Ao final de cada etapa o
sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta de Pasteur e aliquota foi inserida
em outro tubo do tipo Falcon (50 mL).

ApoOs a juncao das trés aliquotas de sobrenadante, cloroférmio e solucéo de
cloreto de sédio a 1% foi adicionado até que o volume final ficasse na proporcéo de
1:1:0,9 de cloroférmio/metanol/agua. A solucdo foi deixada sedimentar por
aproximadamente 20 minutos.

ApoOs esse tempo, observou-se a formacdo de duas fases, sendo a fase
inferior composta por cloroférmio e os lipideos extraidos. Esta fase foi
cuidadosamente transferida com auxilio de uma pipeta de Pateur para um tubo de
ensaio de massa conhecida (P1). As amostras foram levadas para a estufa a 60°C
para completa evaporacao dos solventes até apresentarem massa constante. O tubo
foi, entdo, novamente pesado (P2) para aferir a quantidade de lipideos extraidos. O
teor de lipidios foi determinado a partir da diferenca de massa entre P2 e P1, ou
seja, (P2-P1) e relacionado a quantidade de biomassa utilizada para extracéo
(0,059).

4.10 Determinacao da composicéo dos acidos graxos do 6leo extraido

Visando a conversdo do Oleo obtido em ésteres metilicos, realizou-se a
derivatizacdo destes, utilizando a metodologia de esterificacdo de lipidios
(HARTMANN; LAGO, 1973), descrita na sequencia, para ambos os cultivos.

Adicionaram-se 4 mL de solucdo 0,5 equivalente/L de NaOH em metanol nos
tubos contendo o 6leo. Fechou-se bem o tubo de ensaio, o qual foi aquecido em
banho de dgua em ebulicdo, até dissolver os globulos de 6leo e a solugéo tornar-se

transparente. Esfriou-se o tubo de ensaio em agua corrente e adicionaram 5 mL do
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reagente esterificante, metanol. O tubo foi novamente levado ao aquecimento em
banho maria, e em seguida foram adicionados 4 mL da solugcéo saturada de cloreto
de sodio e 2 mL de isooctano, sendo por fim, agitado vigorasamente por mais 30
segundos. Deixou-se o tubo em repouso por aproximadamente 90 minutos, na
geladeira. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta de Pasteur e

armazenado em freezer para posterior andlise por cromatografia em fase gasosa.

4.11 Analises cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em Cromatografo Gasoso
acoplado ao detector de ionizacdo de chama (GC-FID) Perkin Elmer modelo Clarus -
680, com amostrador automatico, contendo uma coluna especifica para separacao
de acidos graxos — Select Fame CP-7420 - 100 m x 0,25 mm. Como gés de arraste
utilizou-se o hélio, numa razdo split de 1:10. A andlise foi realizada com
programacao de temperatura da coluna, iniciando a 80° C, com aquecimento até
250° C a uma taxa de 5 °C/min. A temperatura do detector foi de 250° C e do injetor
de 240° C.

A partir do cromatograma obtido para as amostras analisadas foi possivel
identificar, por meio da comparacado dos tempos de retencdo na coluna com uma
amostra padrdo (FAME-37), os respectivos ésteres etilicos/metilicos presentes na
amostra e suas respectivas porcentagens (VISENTAINER; FRANCO, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo da microalga

O crescimento dos cultivos foi monitorado pela densidade Optica e, também,
pela turbidez. Através da construcdo da curva padrdo, previamente construida, foi
possivel avaliar a dinamica de crescimento e a produtividade da microalga. A
concentracdo inicial de biomassa também foi determinada por esse procedimento
(BAUMGARTNER et al., 2013).

Foram realizados duas condi¢bes de cultivo, uma com supressao total de
nitrogénio (SN — sem nitrogénio) e outra com meio de cultivo padrdo (TAP),
contendo quantidade padrdo de macronutrientes nitrogenados (CN — com
nitrogénio).

A condicao de cultivo que apresentou melhor produtividade foi o meio CN em
comparacao ao meio SN. Embora a taxa de crescimento em ambos os cultivos tenha
sido significativamente parecidas nos primeiros dias (1 — 6 dias), o cultivo CN
apresentou maior produtividade apés sete dias de cultivo, sendo que constatou-se
um aumento da produtividade a partir do décimo dia de cultivo, com maior
concentracdo de biomassa no periodo de 8 — 10 dias (301,9 g.L?), conforme pode

ser observado na Tabela 7.

Tabela 7. Produtividade (g.L*.dia') da microalga Chlamydomonas reinhardtti
cultivada no meio TAP - com e sem nitrogénio.

Intervalo (dia) Com Nitrogénio Sem Nitrogénio
1-2 1,35 2,61
2-3 6,30 572
3-4 14,02 14,58
4-5 13,86 21,14
5-6 36,56 30,94
6-7 58,07 48,53
7-8 79,21 47,65
8-9 137,2 93,38

9-10 164,7 59,01
10-11 78,49 65,45
11-12 28,87 30,40
12 -13 13,16 9,22
13-14 9,45 8,38

Fonte: Autor, 2016.
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O cultivo SN apresentou maior concentracéo de biomassa em geral, apds oito
dias de cultivo, sendo que os periodos de maior concentracdo de biomassa foram do
8 — 9 dia (93,38 g.L 1) e 10 — 11 dia (65,45 g.L1), conforme pode ser observado na
Tabela 7.

Ambos os cultivos (CN e SN), apresentaram maior produtividade na fase
exponencial, atendendo a dinamica de crescimento microalgal, atingindo a fase
maxima de multiplicacéo celular e de crescimento exponencial do nimero de células
(ANDERSEN, 2005). No cultivo CN, a microalga apresentou reducdo da
concentracdo de biomassa e consequentemente produtividade, apos dez dias de
cultivo. No cultivo SN, observou-se que a concentracdo de biomassa decaiu apés
onze dias de cultivo. A reducdo do crescimento, conforme citado anteriormente,
pode ocorrer em consequéncia da diminuicdo da quantidade de luz que chega as
células devido a grande concentracdo da biomassa, a diminuicdo de nutrientes, a
alteracbes de pH e inclusive dos préprios metabdlitos produzidos pelas células
(RICHMOND, 2004). A Figura 9 demonstra a comparacdo do crescimento da

microalga em ambos os cultivos (TAP — CN e SN).

——CN
——SN

8 0 T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
Figura 9. Concentracdo de Chlamidomonas reinhardtti, cultivada no meio TAP -
com e sem nitrogénio, em funcao do periodo de cultivo
Fonte: Autor, 2016.

A dindmica de crescimento observada no cultivo CN é similar a encontrada

por Villela (2014), utilizando o mesmo meio de cultivo liquido (TAP) para C.
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reinhardtii transgénica, criada com objetivo de acelerar a dinamica de crescimento
da espécie, visando a producéo de biocombustiveis. O crescimento da espécie em
questdo foi de oito dias, aproximadamente metade do observado neste trabalho,
constatando-se que a microalga entrou em fase exponencial e estacionaria apos trés
dias de cultivo, reduzindo sua taxa de crescimento apés seis dias de cultivo.

Cakmak et al., (2014); Msanne et al.,, (2012); James et el., (2011); em
trabalhos com C. reinhardtii (CC-124 e CC-125), cultivada em meio TAP, 0 mesmo
utilizado neste trabalho, observaram que a supressdo do crescimento da microalga
foi significativo em cultivos com a auséncia de nitrogénio (TAP —N), quando
comparado as taxas de crescimento em meio com nitrogénio (TAP +N). James
(2011) e colaboradores, no cultivo sem nitrogénio, constataram no quarto dia de
ensaio 1,4 g.L! de biomassa, valor este muito préximo ao encontrado neste
trabalho, que no quarto dia apresentou 1,3 g.L™.

Resultados similares, mostrando melhor crescimento em cultivo com
nitrogénio, foram constatados por James (2013) e colaboradores, em novos estudos
com objetivo de comparar o perfil de lipideos de C. reinhardtii (CC-125) com outra
linhagem da mesma espécie (BAF-J5), cultivadas novamente, com e sem nitrogénio
em diferentes temperaturas.

Trabalhos relatando a dindmica de crescimento de C. reinhardtii em cultivo
SN sdo escassos na literatura, entretanto, em estudos com a microalga
Scenedesmus sp., também em cultivo sem nitrogénio (NO) e com nitrogénio em
diferentes doses, Hakalin (2014) e colaboradores, constataram apds 10 dias de
cultivo que a densidade da espécie em estudo foi de 4,2 g.L%, valor igual ao
presente estudo que, no décimo dia de cultivo apresentou densidade de 4,3 g.Lde
biomassa. Outros valores de biomassa obtidos no decorrer do cultivo ndo foram
citados pelo autor, porém, os ensaios foram realizados somente até o décimo dia,
demonstrando que apds esse periodo Scenedesmus sp., entrou em fase
estacionaria. Os autores observaram melhor dindmica de crescimento da espécie
guando este nutriente estava presente no meio de cultivo, pois, as maiores
densidades de algas foram alcancadas com os tratamentos onde o meio de cultivo
continha significativas concentracfes de nitrogénio.

Martins (2014), ao avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de nitrogénio
sobre a biomassa e producdo lipidica em microalgas verdes durante 15 dias de

cultivo, constatou que, em concentracdes normais de nitrogénio no meio de cultivo,
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as espécies apresentaram melhor dindmica de crecimento quando comparada aos
cultivos com quantidades extramamentes baixas do nutriente. Para a microalga
Desmodesmus spinosus, espécie com caracteristicas morfolégicas (9,7um,
cloroplasto unico e grande) e fisiolégicas as de C. reinhardtii, os resultados apés 10
e 14 dias de cultivo, foram de respectivamente 4,7 g.L ! e 5,2 g.L ! de biomassa,
dados similares aos encontrados neste trabalho para os mesmo dias de cultivo (4,3
g.Lte55¢g.LY).

A menor taxa de crescimento obtida em cultivo SN, também justifica-se no
fato que a auséncia deste nutriente no meio de cultura possibilita que lipidios e
carboidratos sejam produzidos em maior escala, resultando em menor sintese de
aminoacidos que contribuem para a composicdo estrutural das microalgas
(BERTOLDI; SANT'ANNA; OLIVEIRA, 2008).

O meio de cultivo CN mostrou no geral produtividades maiores, quando
comparado ao meio SN, sendo que a produtividade maxima (93,38 g.L*.dia’!) obtida
entre o oitavo e nono dia nesta condi¢éo de cultivo, € significativamente menor que a
produtividade maxima obtida no decorrer de diversos periodos no CN.

Esses resultados demonstram que a viabilidade na obtencdo de biomassa da
microalga C. reinhardtii para fins energéticos, apresenta melhores resultados nas
condi¢bes de cultivo CN. Porém, estes resultados ndo excluem a possibilidade do
cultivo desta espécie, sem ou com a supressdo de doses de nitrogénio, pois,
diversos estudos (MANDAL; MALLICK, 2009; MATA et al.,, 2010; JAMES et el.,
2011; CAKMAK et al., 2014; MSANNE et al.,, 2012), demonstram um aumento
significativo no teor lipidico na biomassa das microalgas, nestas condi¢cbes de

cultivo, sendo, portanto, eficaz para producdo de biocombustiveis.
5.2 Recuperacao da biomassa
A recuperagdo da biomassa foi realizada pela adicdo de floculante,

decantacédo e filtracdo em telas 20 mesh, obtendo-se a biomassa. A figura 10

demonstra os processo de obtencéo da biomassa.
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(©) ‘ o (a)

Figura 10. Recuperacdo da biomassa: a) Decantacdo apds adicdo do
floculante; b) filtracdo; c) recuperacdo da biomassa e d) biomassa algacea

seca
Fonte: Autor, 2016.

Apos secagem, a biomassa foi triturada obtendo-se uma massa homogénea

(Figura 11), para utilizacdo nos processos de caracterizacéo e extracao do 6leo.

(a) (b)

Figura 11. Biomassa seca e triturada: a) Biomassa proveniente do cultivo com
nitrogénio; b) biomassa proveniente do cultivo sem nitrogénio
Fonte: Autor, 2016.
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5.3 Teor de clorofilaaeb

Dentre as duas condi¢cdes de cultivo, o cultivo CN apresentou maior teor de
clorofila a e b em comparacéo com o cultivo SN (Tabela 8). A reducao na quantidade
de nitrogénio no meio de cultura possibilita a sintese de carboidratos e lipideos em
maior quantidades, por outro lado, elevadas concentracdes de nitrogénio no meio de
cultivo pode elevar o teor de clorofila na biomassa microalgal (BERTOLDI, 2008).
Segundo Lourenco (2006) a clorofila a é o principal pigmento de fotossintese,
enquanto que outras clorofilas sdo consideradas pigmentos acessoérios, de modo

gue podem ou nao estar em conjunto a clorofila a.

Tabela 8. Teor de Clorofila a e b (mg.L') de Chlamydomonas reinhardtti em cultivo
com e sem nitrogénio.

Cultivo CN Cultivo SN
Clorofila a 30,16 24,94
Clorofila b 6,81 3,55

Fonte: Autor, 2016.

Msanne et al., (2012), em seus trabalhos com C. reinhardtii, também cultivada
com e sem nitrogénio a 25° C, constataram maior teor de clorofila (a e b) no meio de
cultivo com presenca deste nutriente, comparando ao meio sem nitrogénio.

De modo geral, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o baixo
teor de clorofila presente no meio de cultivo SN, influencia diretamente no
crescimento e produtividade da microalga em estudo. A deficiéncia do nitrogénio no
meio de cultivo de microalgas pode limitar o crescimento e alterar a concentracéo de
clorofila. Demais trabalhos (SANTOS, 2003; MSANNE et al., 2012; JAMES et al,;
2012) realizados com microalgas em cultivo com e sem nitrogénio, relatam a relagao
entre a dindmica de crescimento microalgal e o teor de clorofila presente na
biomassa, demonstrando que a deficiéncia energética em virtude dos baixos teores
de clorofilas na auséncia deste nutriente no cultivo, prejudica o crescimento destes
microrganismos. Tamburic et al. (2011), afirmam que, no caso das algas verdes a
viabilidade celular pode ser diretamente relacionada com a sintese de pigmentos,

tais como a clorofila.
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Mesmo que outros fatores, como a intensidade luminosa, temperatura,
agitacdo, estejam diretamente relacionados com a sintese de pigmentos, durante o
processo fotossintético, estes foram padronizados e controlados nas condi¢cfes de
cultivo, sendo, portanto, a provavel justificativa para os resultados obtidos, a

deficiéncia de nutriente no meio de cultivo, no caso, 0 nitrogénio.

5.4 Determinacéao de proteinas e carboidratos totais

A reducdo na quantidade de nitrogénio no meio de cultivo possibilita que
lipideos e carboidratos sejam sintetizados, reduzindo o teor de proteinas
constituintes da biomassa (BERTOLDI, 2008).

As andlises realizadas com a biomassa de C. reinhardtti para ambas as
condi¢cBes de cultivo, demonstram, mesmo que minimamente, a reducédo do teor de
proteinas quando esta é cultivada com a privacdo de nitrogénio e aumento do teor

de carboidrato sob esta mesma condi¢éo de cultivo, conforme demonstra a Tabela 9.

Tabela 9. Teor de Proteinas totais e Carboidratos totais na biomassa de
Chlamydomonas reinhardtti cultivada cultivada com e sem nitrogénio (%).

Cultivo CN Cultivo SN
Proteina 40,48 36,13
Carboidrato 8,85 12,16

Fonte: Autor, 2016.

Cakmak et al., (2012) em trabalhos com C. reinhardtti (CC-124 e CC-125) sob
privagcdo de nitrogénio e fosforo no meio de cultivo, observaram reducédo do teor de
proteinas totais em ambas as cepas cultivadas em meio TAP sem nitrogénio,
comparado ao cultivo realizado com presenca deste nutriente. Posteriormente, estes
mesmos autores em estudos com a cepa CC-124, cultivada com privacdo de
diferentes nutrientes, observaram o0 mesmo para o teor de proteinas totais,
constatando-se um decréscimo desta macromolécula na biomassa cultivada sem
nitrogénio no meio de cultivo.

Msanne e colaboradores (2012) e Cakmack e colaboradores (2012), em
trabalhos realizados com C. reinhardtti (CC-125), observaram aumento significativo
no teor de carboidratos totais na biomassa cultivada com supressao total de

nitrogénio.
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Estudos realizados com outras espécies de Cloroficeas, demostram aumento
na quantidade de lipideos e de carboidratos na biomassa em condi¢des de privacédo
de nitrogénio no cultivo. Santos et al., (2012) observou uma diminuicdo de 39,02%
do teor proteico e um aumento de 91,15% do teor de carboidratos em Spirulina
maxima cultivada sob privacéao de nitrogénio.

Estes resultados corroboram com resultados obtidos neste trabalho,
demonstrando assim, que a auséncia de nutrientes no meio de cultivo, culmina em
condicbes de estresse metabdlicos, transformando os nutrientes disponiveis em
substancia de reserva energética, como carboidratos e lipideos.

A reducdo dos teores de proteinas, ocorrido pela deplecdo de nitrogénio
direciona o metabolismo das microalgas antes voltado a multiplicacdo celular e,
portanto, sendo fundamental a sintese de moléculas estruturais, para a producéo de
componentes de reserva, preparando a célula para um periodo de privacédo
nutricional (ALONSO et al., 2000; XU et al., 2012).

Deduz-se, portanto, que estas alteracbes nas condi¢cdes de cultivo, séo
oportunas para aplicagdo em um sistema de producédo de algumas substancias de
interesse produzidas por esta microalga em maior escala e economicamente viavel,

tais como, substancias energéticas destinadas a producéo de biocombustiveis.

5.5 Extracéo dos lipideos

A Figura 12 e Tabela 10, representam os resultados obtidos para lipideos
totais extraidos da biomassa seca em diferentes temperaturas (30 e 45°C), pelo

meétodo proposto por Bligh e Dyer (1959), modificados por Chen et al. (2012).

Tabela 10. Massa de lipideos totais da extracdo do 6leo da microalga C. reinhardtti
pelo método Bligh e Dyer (1959), adptado por Chen et al. (2012).
g lipideos totais/g biomassa seca (%)

Cultivo com nitrogénio Cultivo sem nitrogénio
30°C 45° C 30°C 45° C
3,6 +0,94 5+0,52 6,86 + 0,94 8,2+1,73

Fonte: Autor, 2016
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A andlise estatistica da extracdo pelo Teste de Tukey mostrou que houve
diferenca significativa entre as extracdes (p<0,05), sendo que a extracdo a 45 °C SN
nao foi diferente da extracdo a 30 °C SN, mas diferiu das outras duas temperaturas.
Ja, a extracdo a 30 °C S/N néo foi diferente estatisticamente da extracdo a 45 °C
CIN. E para a extracao a 30 °C CN o teste mostrou que diferiu estatisticamente das
extracdes a 30° C e 45 °C SN. A figura 12 mostra o valor médio do teor lipidico

extraido em diferentes temperaturas da microalga C. reinhardtii.

10

-

Teor de lipidico (%)
~

5 ]

30 S/IN 45 SIN 30 CIN 45 CIN

Temperatura (°C)

Figura 12. Valores médios do teor lipidico extraido em diferentes temperaturas
da microalga C. reinhardtti cultivada em meio com e sem nitrogénio
Fonte: Autor, 2016.

De acordo com a literatura, observa-se o aumento no teor lipidico por grama
de biomassa, quando C. reinhardetii foi cultivada na auséncia de nitrogénio.

Para ambas as temperaturas (30° C e 45° C) de extracdo testadas neste
trabalho, o teor lipidico (0,07g e 0,08g) da biomassa seca foi maior quando a
microalga foi privada de nitrogénio no meio de cultivo. Em comparagdo com o teor
lipidico (0,049 e 0,05g) obtido nos processos de extracdo da biomassa cultivada em
meio TAP com nitrogénio em ambas as temperaturas, houve um amento de 3% no
rendimento de lipideos totais da biomassa, quando estas foram privadas deste
nutriente. A Figura 13 demonstra o teor lipidico presente em uma grama da

biomassa seca de C. reinhardtii
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Figura 13. Conteudo lipidico extraido em diferentes temperaturas da microalga
C. reinhardtti cultivada em meio com e sem nitrogénio
Fonte: Autor, 2016.

A extracdo pela metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959), modificado por
Chen et al. (2012), apresentou um bom resultado de rendimento em lipideos totais.
Uma das vantagens deste método é a formacdo de um sistema bifasico a partir das
propor¢cdes de liquidos (cloroférmio/metanol/agua) adicionados durante o processo
de extracdo. O cloroféormio, solvente apolar utilizado por este método, extrai
eficientemente das células algacea lipidios neutros, classe de lipideo mais desejado
para a producdo de biodiesel (WAHLEN et al., 2011). O metanol, solvente polar,
contribui para um maior rendimento em lipideos na extracdo da biomassa algacea
(BAUMGARTNER et al., 2013). Esse sistema possui as propriedades ideais para
uma extracao eficiente, superando as interacdes entre os lipidios e a célula das
microalgas, dissolvendo-o0s prontamente.

A Figura 14 mostra o sistema bifasico formado durante o processo de

extracao do 6leo, utilizando os solventes acima citados.
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Figura 14. Extracdo do 6leo da microalga C. reinhardtti pelo método Bligh e
Dyer (1959), adaptado por Chen et al. (2012) - Sistema bifasico com solventes
(cloroformio/metanol/agua)

Fonte: Autor, 2016.

A extracdo realizada aos 45° C para ambas as condicGes de cultivo (CN e
SN), foi efetivamente melhor, resultando, embora que minimamente, em um maior
rendimento de 6leo obtido quando comparado a extracdo realizada a 35° C. Estes
resultados demonstram que a temperatura influencia nos processos de extragcéo e
gue temperaturas altas, sdo mais viaveis para obtencdo de lipideo a partir da
biomassa de C. reinhardtii. Chen et al. (2012), ao adaptar o método Bligh e Dyer
(1959), utilizou a temperatura de 60° C para os processos de extracdo. Neste
trabalho as temperaturas testadas foram outras, menores que a sugerida pelo autor,
pois, um dos obijetivos foi analisar a qualidade do 6leo obtido. Sendo assim, altas
temperaturas podem oxidar o conteudo lipidico, influenciando nas propriedades do
mesmo.

Informacdes sobre diferentes temperaturas utilizadas em processo de
extracao de lipideos em microalgas séo escassas. O processo de extracao lipidica a
partir de biomassa algacea apresenta diversos desafios, exigindo na maioria das
vezes, abordagens novas ou modificadas, gerando resultados ndo encontrados
anteriormente com sementes de outras oleaginosas (HU et al., 2008). Geralmente, a
metodologia utilizada na andlise dos lipideos de algas € baseada na extragcdo com
solventes e andlise gravimétrica do 6leo extraido, no entanto, esta técnica nao foi
ainda padronizada para obtenc&o de 6leo de biomassa algacea (BAUMGARTNER et
al., 2013).

Embora ndo sejam os valores encontrados na literatura para essa espécie de

microalga, os teores lipidicos podem variar significativamente para uma mesma
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espécie, de acordo com diversos fatores que influenciam na sintese e
armazenamento destas substancias na biomassa, bem como, nos diferentes
processos de extracdo descritos para obtencéo de 6leo de microalgas (RICHMOND,
2004).

Diversos autores tem observados em seus estudos, melhor rendimento no
teor lipidico na biomassa de microalgas, quando estas sdo privadas total ou
parcialmente de nitrogénio no meio de cultivo. James e colaboradores (2011), ao
extrair 6leo da biomassa de C. reinhardtii (CC-124 e CC-125), cultivada em meio
TAP padrdo ou com supressao total de nitrogénio, constataram maior teor lipidico na
biomassa para ambas as cepas testadas em cultivo sem nitrogénio (12% CC-124 e
13% CC-125), quando comparado com o teor lipidico na biomassa cultivada em
meio TAP padrdo, com nitrogénio (9% - CC-124 e CC-125). Estes valores sao
similares ao rendimento lipidicos constatados neste trabalho.

Msanne e colaboradores (2012), ao extrair 6leo da biomassa de C. reinhardtii
(CC-125) pelo método proposto por Bligh e Dier (1959), observou maior teor lipidico
guando a microalgas foi cultivada em meio isento de nitrogénio (14%), valor este,
que comparado ao teor lipidico presente na biomassa cultivada com nitrogénio
(10%), € significativamente mais rentavel.

James e colaboradores (2012), ao cultivar a microalga C. reinhardtii em meio
TAP sem nitrogénio (TAP -N), em diferentes temperaturas, constatou igualmente,
maior teor lipidico (12,5%), quando o nutriente estava ausente do meio de cultivo a
25° C, mesma temperatura na qual o cultivo da biomassa foi realizada neste
trabalho. O teor lipidico (10,5%) da biomassa algacea cultivado em meio TAP padréo
(TAP medium) j& era conhecido pelos autores em trabalhos realizados anteriormente
a este, podendo-se desta forma comparar e comprovar o maior rendimento lipidico
obtido.

Cakmak e colaboradores (2012), constataram um aumento significativo no
teor de lipideos em C. reinhardtti (39,8% CC-124 e 41,2% CC-125) cultivadas em
meio TAP sem nitrogénio por um periodo de sete dias.

Constata-se assim, que para obter-se um maior rendimento do contetdo
lipidico a partir da biomassa de microalgas de modo geral e em especifico de C.
reinhardtti, a privacdo de nitrogénio no meio de cultivo € uma alternativa promissora

com altas possibilidades de sucesso.



58

Esses resultados podem ser explicados bioquimicamente, pois quando a
microalga é submetida a uma condicao de stress (que nesta trabalho foi a privacao
de nitrogénio) altera a via biossintética lipidica podendo levar ao aumento de lipideos
totais, essencialmente a producédo e acumulacéo de triglicéridos.

Embora os resultados obtidos neste trabalho sejam para lipideos totais, sendo
que, para a producdo de biodiesel, o interesse maior estd na extracdo dos lipidios
neutros (WAHLEN et al., 2011), grande parte dos trabalhos encontrados na
literatura, que trazem o rendimento na extracdo de Oleo da biomassa algacea,
também ndo fazem nenhuma distincdo entre lipidios totais e/ou neutros
((BAUMGARTNER et al., 2013; MANDAL, MALLICK, 2009).

5.6 Determinacado da composicao dos acidos graxos do 6leo extraido

Os acidos graxos que podem estar presentes em um triacilglicerideo séo
denominados de saturados (Cn: 0), monoinsaturados (Cn: 1) e poli-insaturados com
duas ou trés ligacfes duplas (Cn: 2,3). A porcentagem massica destes compostos foi
determinada utilizando-se a metodologia de derivatizacdo do 6leo, seguida de
cromatografia em fase gasosa (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

A avaliacdo dos triagliceréis quanto a sua composicao em acidos graxos € de
fundamental importancia, dada a influéncia destes sobre propriedades do biodiesel
como; a viscosidade, a massa especifica, o ponto de entupimento de filtro a frio e a
estabilidade oxidativa (FRANCO et al., 2013).

Os resultados obtidos da composicdo de acidos graxos do o6leo para
microalga C. reinhardtti para as duas condi¢cdes de cultivo e diferentes temperaturas

de extracdo do 6leo, sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Composi¢do em acidos graxos (%) do 6leo de C. reinhardtti, cultivada
com e sem nitrogénio obtida por cromatografia gasosa.

Acidos Condicao de Cultivo / Temperatura de Extracao
Graxos CN/30° C CN/45° C SN/30° C SN/45° C

C 8.0 0,56 0,56 0,39 0,40
C 10:0 0,12 0,22 0,24 0.17
C11.0 0,20 0,16 0,22 0,22
C12:.0 0,90 0,66 0,57 0,43
C 14.0 0,23 0.47 0,16 0,40
Cl141 13,72 10,88 10,27 7,24
C15:1 0,31 0 0,41 0,26
C 16:0 14,52 19,90 13,11 18,85
Ccl6:1 12.50 10.05 9,78 6,25
C17:0 0 0 1,83 0,42
Cc17:1 0,28 0,43 0,86 0,73
C 18:0 2,21 6,97 3,81 4,94
C 18:1n9t 0 0,22 1,38 1,85
C 18:1n9c 2.04 2,74 4,59 6,47
C 18:2n6t 0 0,37 0,04 0,61
C 18:2n6¢c 4,05 7,08 5,67 8,30
C 18:3n6 0 0 0 0,44
C 18:3n3 1,84 4,07 6,12 6,11
C 20:1 12,59 10,29 9,89 7,66
C 20:5 0 1,82 0,73 0,26
C 21.0 0,52 0 0,24 0

C221 14,04 12.05 10,51 7,22
C22:2 0 0,72 0 0

C 24.0 0,25 0 0,71 0

C 24:1n9 13,98 8,14 5,52 4,36
C 22:6n3 5,14 2,20 12,74 16,40
AGS 19,51 28,94 21,27 25,83
AGMI 69,46 54,80 53,21 42,04
AGPI 11,03 16,26 25,52 32,12

Fonte: Autor,

monoinsaturados, AGPI — Acidos graxos poli-insaturado)

2016 (AGS - Acidos graxos saturados, AGMI

— Acidos graxos
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Observa-se que a composi¢cdo dos 4cidos graxos presente no 6leo extraido
da biomassa de C. reinhardtti, ndo apresentou significativa distincdo entre os
parametros estudados.

A partir das composicfes apresentadas na tabela 14, pode-se verificar que
houve predominancia de acidos graxos saturados e monoinsaturados para todos 0s
parametros estudados, entre os quais o C 16:0 (&cido palmitico) e C 22:1 (acido
erdcico) se destacaram.

Para o cultivo CN nas duas temperaturas de extracdo, constatou-se a
presenca em maiores quantidades dos seguintes &cidos graxos em ordem
decrescente: C 16:0, C 22:1, C 14:1, C 24:1n9, C 20:1 e C 16:1. Os demais acidos
graxos presentes, estdo abaixo de 10%, no entanto, suas totalidades demonstram
guantidades significativas de acidos graxos monoinsaturados (C 14:1, C 16:1, C
20:1, C 22:1 e C 24:1n9) nas duas temperaturas de extracdo, sendo um total de
69,46% em 30° C e 54,80% em 45° C.

A composicdo de acidos graxos presentes no 6leo da biomassa cultivada SN,
também apresentou maiores quantidades de monoinsaturados (C 14:1, C 16:1, C
20:1, C 22:1) em maiores quantidades para as duas temperaturas de extracao,
constatando-se um total de 53,21% em 30° C e 42,04° C em 45° C. No entanto, para
esta condicdo de cultivo, houve um amento de &cidos graxos poli-insaturados
(25,52% e 32,12% em 30° C e 45° C, respectivamente) em relagdo ao cultivo CN
(11,03% e 16,26% em 30° C e 45° C, respectivamente). Dentre os acidos graxos
poli-insaturados em maior composi¢cao nas duas temperaturas de extracado no cultivo
CN, observa-se o C 22:6n3 (DHA).

O &cido palmitico (C 16:0) € o0 acido graxo presente em maior guantidade
tanto no cultivo CN, quanto no cultivo SN, nas duas temperaturas de extragao. Este
acido graxo apresenta predominancia na constituicdo do 6leo da maioria da
microalgas (D" OCA et al.,, 2011). A insaturacdo dos acidos graxos influencia as
caracteristicas e qualidade do biodiesel. Para que se tenha um biodiesel de alta
gualidade s&do necessarios altos teores de Aacidos graxos saturados e
monoinsaturados (GARCIA et al., 2015, BAUMGARTNER et al., 2013; CHISTI,
2007), visto que essa composicdo, melhora a estabilidade do biodiesel frente a
oxidac&o, o que resulta em aumento da vida Util do biocombustivel. Acidos graxos
com menor numero de instauracdes (C:n0 e C:nl), apresentam também, maior

namero de cetano, proporcionando uma melhor qualidade a combustao.
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Apesar de constatar-se um aumento no teor de acidos graxos poli-insaturados
no 6leo extraido da biomassa cultivada SN, o que influencia diretamente no biodiesel
produzido a partir deste, ocasionando aumento da viscosidade e reatividade com
oxigénio, diminuindo assim a estabilidade oxidativa, por outro lado, traz grandes
vantagens para a propriedade ponto de entupimento do filtro a frio, devido ao ponto
de fusdo dos &cidos graxos poli-insaturados serem menor que dos acidos graxos
saturados, nao precipitando com facilidade em regides de clima frio (GARCIA et al.,
2015, BAUMGARTNER et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2013; BOAMAR, 2010)
Além disso Apesar de afetar a qualidade do biodiesel, os &cidos graxos poli-
insaturado tem grande importancia biotecnoldgica a e alto valor comercial (CHISTI,
2007; MOLINA GRIMA et al., 2003).

Por fim, cabe destacar que a composicdo de acidos graxos obtidos no 6leo da
Microalga C. reinhardtti, cultivada CN e SN, estdo de acordo com os resultados
encontrados na literatura, em diversos trabalhos realizados por Cakmak et al.,
(2014); Msanne et al., (2012); James et el., (2012); James et el., (2011), os quais
trabalharam com esta microalga em cultivo com supressdes de nitrogénio, indicando
a compatibilidade de resultados obtida no presente trabalho, independente da

metodologia utilizada na extracéo dos lipideos totais.
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6 CONCLUSOES

A biomassa de Chlamydomonas reinhardtii cultivada em meio com nitrogénio
apresentou maior produtividade e crescimento geral em comparacdo com a
biomassa cultivada em meio sem nitrogénio, evidenciando que este elemento é
essencial para maiores produtividades de biomassa para espécie em estudo.

O teor de clorofila a e b, bem como o teor de proteinas totais s&o menores na
biomassa cultivada com supressdo de nitrogénio, sendo o teor de carboidratos
totais, maior na biomassa cultivada nestas condi¢cdes, o que indica que a auséncia
de nitrogénio no meio de cultivo possibilita que substancias energéticas, tais como
lipideos e carboidratos sejam sintetizados, reduzindo o teor destas substancias.

Na extracdo do oleo, foi observado que, a supressao de nitrogénio influencia
na produtividade de lipideos, aumentando os teores destes na biomassa da
microalga, apresentando maiores rendimentos quando extraido na temperatura de
45° C, independente da condicdo de cultivo.

A supressao de nitrogénio no meio de cultivo ndo interfere significativamente
na composi¢ao dos acidos graxos no 6leo da biomassa algacea, predominando em
sua composicdo acidos graxos saturados e mono-insaturados, propicios para a
producao de biodiesel.

Desta forma, o presente estudo mostra que, mesmo apresentando menores
produtividades de biomassa, o rendimento lipidico da microalga Chlamydomonas
reinhardtii cultivada em supressdo de nitrogénio, apresenta potencial para ser
aplicada a producdo de biodiesel, evidenciando a importancia do desenvolvimento

de novos trabalhos, na linha de pesquisa do respectivo trabalho.
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