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RESUMO

O meio ambiente ha alguns anos vem sendo uma das principais preocupag¢des da populacao
mundial. A necessidade de fontes alternativas de energia e de praticas ecologicamente
corretas, assim como o0s biocombustiveis, surgem como uma opg¢ado que se ajusta ao
desenvolvimento sustentavel. Na busca por matérias primas com alto teor de 6leo, as
microalgas tém sido consideradas como uma fonte util e promissora de biodiesel. Desta forma,
o trabalho teve como objetivo a avaliagdo da producéo de ésteres etilicos via reagao in situ da
biomassa obtida no cultivo da microalga Chlamydomonas reinhardtii, determinar o melhor
meio de cultivo baseado na produtividade, desenvolver o cultivo de microalga para a produgao
de biomassa, determinar o teor de lipidios, a reagao in situ para a produgao de ésteres etilicos
caracterizar e quantificar os ésteres obtidos. A partir dos resultados obtidos com a extracao,
observou-se que as caracteristicas dos solventes podem favorecer a extracao lipidica da
biomassa. A microalga Chlamydomonas reinhardtii foi cultivada em meio TAP, com luz artificial
e temperatura contraladas. Apds houve a recuperacao da biomassa, esta foi analisada quanto
ao teor de clorofila a e b proteinas e carboidratos totais e por fim, foi obtido e quantificado o
teor lipidico presente na biomassa, analisando-se o perfil de ésteres etilicos presentes por
cromatografia gasosa. O teor de clorofila, proteina e carboidratos encontrados foram: 54,136
mg./L-1, 29,39% e 14,92%, respectivamente, e o maior teor de lipideo foi de 4,03% o
rendimento do cultivo de biomassa foi de 0,646 g.L". A partir dos resultados obtidos com a
extracdo, observou-se que, a polaridade do solvente influencia na produtividade de lipidios.
Na producao de ésteres o que predomina na reacao in situ é a temperatura e o tempo de
reagao, apresentando maiores rendimentos a temperatura de 60°C (1,504 mg de éster/g de
biomassa em 30, 1,518 mg de éster/g de biomassa em 45 minutos e 1,509 mg de éster/g de
biomassa em 60 minutos). Na produgao de ésteres, a analise fatorial revelou que houve
interagdo entre temperatura e tempo, em média, os melhores rendimentos em numero de
cetanos C15 e C16 sendo C16 (76,97% em 30°C, 58,21% em 45C°, 64,05% em 60C° e
56,79% em 75C°C) perfil de ésteres obtidos, propicios para a producdo de biodiesel. Os
resultados obtidos demonstram que a biomassa microalga Chlamydomonas reinhardtii
apresenta potencial para producado de biodiesel, quando cultivada nas condi¢des testadas
neste estudo.
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ABSTRACT

For some years, the environment has been one of the main concerns of the global
population. The need for alternative sources and ecologically friendly practices, as well as
biofuels, is an option that fits sustainable development. In search for high oil content raw
materials, microalgae have been considered as a useful and promising source of biodiesel.
Thus, the paper aimed to evaluate the production of ethyl esters via in situ reaction of the
biomass obtained in the cultivation Chlamydomonas reinhardtii microalgae, to determine
the best cultivation medium based on productivity, to develop microalgae cultivation for
biomass production, to determine lipid content, the in situ reaction for ethyl esters production
characterize and quantify the obtained esters. From the results obtained with the extraction,
it was observed that the characteristics of the solvents can promote the lipid extraction of
the biomass. Chlamydomonas reinhardtii microalgae was cultivated in TAP medium, with
controlled artificial light and temperature. Then, there was the recovery of the biomass,
which analyzed for chlorophyll a and b proteins and total carbohydrates and finally, the lipid
content in the biomass was obtained and quantified by analyzing the ethyl esters present by
gas chromatography. The chlorophyll, protein and carbohydrate contents were: 54.136 mg
/L-1,29.39% and 14.92%, respectively, and the highest lipid content was 4.03%. The yield
of the biomass culture was of 0.646 gL'. From the results obtained with the extraction, it
was observed that, the polarity of the solvent influences the productivity of lipids. In the
production of esters the predominant in situ reaction is the temperature and reaction time,
with the highest yields at 60°C (1.504 mg of ester/g of biomass in 30, 1.518 mg of ester/g of
biomass in 45 and 1.509 mg of ester/g of biomass in 60 minutes). In the production of esters,
the factor analysis showed that there was interaction between temperature and time, on
average, the best yields in number of C15 and C16 cetanes being C16 (76.97% at 30°C,
58.21% at 45°C, 64.05 % In 60°C and 56.79% in 75°C) profile of esters obtained, suitable
for the production of biodiesel. The obtained results showed that the Chlamydomonas
reinhardtii microalgae biomass presents potential for biodiesel production, when cultivated
under the conditions tested in this study.
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1 INTRODUGAO

O meio ambiente ha alguns anos vem sendo uma das principais preocupagdes
da populagao mundial. Segundo Mata; Martins e Caetano, (2010), a necessidade de
fontes alternativas de energia e as praticas ecologicamente corretas contribuem para
a melhoria do meio ambiente, assim os biocombustiveis surgem como uma opgao que
se ajusta ao desenvolvimento sustentavel.

A temperatura global vem aumentando nos ultimos 40 anos, devido ao uso de
combustiveis fésseis, que sdo os maiores responsaveis por emissdes de gases que
provocam o efeito estufa (GEE). Por conta disso, alternativas ecoldgicas estao sendo
estudadas e viabilizadas com variosa intuitos, entre eles, os efeitos relacionados as
emissdes de GEE. Dentre as alternativas podemos citar, a energia edlica, os
biocombustiveis, também os de terceira geragdo a partir da biomassa seca de
microalgas ou mesmo até os co-produtos de outros combustiveis renovaveis
(BORGES et al., 2005; DEDE e SALES, 2010; PALOMINO; ESTRADA e LOPEZ,
2010).

Na busca por matérias primas com alto teor de 6leo, as microalgas tém sido
consideradas como uma fonte util e promissora de biodiesel, porque elas sao
organismos fotossintetizantes muito eficientes no processo de conversédo da luz em
energia quimica, contém lipidios e acidos graxos, produtos de armazenamento,
metabdlitos e fontes de energia (PEREIRA et al., 2012). Cada espécie de microalga
produz diferentes proporgdes de lipidios, carboidratos e proteinas. Ainda, se destacam
por apresentar alta produtividade, superior ao de qualquer planta produzida
comercialmente no mundo.

Microalgas tém um ciclo de vida de poucos dias e utilizam CO2 para
fotossintese, sendo um processo capaz de diminuir a emissdo destes gases na
atmosfera o que contribui para o balango favoravel do ciclo biogeoquimico do carbono.
Além disso elas podem ser cultivadas em aguas residuais como, por exemplo,
efluentes de esgoto doméstico e industrial, sendo assim, as microalgas podem

contribuir significativamente para a matriz energética global (BAUMGARTNER, 2013).



As microalgas tém a capacidade de crescer rapidamente, sintetizarem e
acumularem grandes quantidades (aproximadamente 20-50 % de peso seco) de
lipidios neutros armazenado em corpos lipidicos (DE HOLANDA, 2011).

A partir do 6leo vegetal, tém sido relatados varios métodos para a produgao de
biodiesel dentre eles o uso direto e de mistura, pirdlise e transesterificagdo. A
transesterificagcdo € uma técnica atraente e amplamente aceita. O objetivo do
processo de transesterificacdo € o de diminuir a viscosidade do 6leo (DEMIRBAS,
2009)

Alguns parametros afetam a formacdo dos ésteres na reagdo de
transesterificacdo, como temperatura, relagdo molar alcool:6leo, tipo de catalisador,
etc. (SCHUCHARDT; SERCHELIA e VARGAS, 1998). Nesta reacdo o rendimento
também ¢é afetado pela razdo molar de alcool para 6leo vegetal e quando a
temperatura aumenta consequentemente o rendimento € maior (DEMIRBAS, 2009).

Desta maneira, este trabalho busca estudar o processo de producéo de ésteres
etilicos pela reagéo in situ na biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii em

diferentes temperaturas e tempos de reacgao.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O trabalho tem como objetivo geral, avaliar a producao de ésteres etilicos via

reacgao in situ da biomassa obtida do cultivo da microalga Chlamydomonas reinhardftii.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar o melhor meio de cultivo da microalga Chlamydomonas reinhardltii,
baseado na melhor produtividade;

- Produzir a biomassa a partir do melhor meio obtido.

- Determinar o teor de clorofilas, proteinas e carboidratos, extrato etéreo e
lipidios da biomassa

- Produzir ésteres etilicos via reacgao in situ.

- Caracterizar o perfil de ésteres obtidos.

- Quantificar os ésteres obtidos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biodiesel

Biodiesel € um combustivel composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos
de cadeia longa de acidos graxos, produzidos por uma reacao de transesterificagéo
e/ou esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem vegetal ou animal (Lei
n° 14, de 11 de maio de 2012).

As reacgdes de transesterificagdo, podem ocorrer com catalisadores acidos ou
basicos, dependendo principalmente da origem da matéria prima do oleo a ser
produzido. Nas catalises basicas as reagdes sao mais rapidas, por isso sao mais
utilizadas que as acidas. Ainda existem o uso de lipases que oferecem vantagens
muito importantes, porém como apresentam um custo ainda muito alto, tornam-se
invidveis (FUKUDA et al., 2011).

Os ésteres mais comuns mundialmente produzidos sdo os metilicos por serem
mais barato, mais reativo, implicando em menos tempo de reagao, porém no Brasil o
etanol é o alcool mais barato, desta maneira, os combustiveis sdo produzidos a partir
de ésteres etilicos, menos téxico, renovavel, este produz biodiesel com mais cetonas
e lubricidade, entretanto, o etanol promove disperséo da glicerina tornando dificil sua
separagao. Assim como etanol e metanol outros alcoois de peso molecular mais baixo,
também foram introduzidos para a produgao de biodiesel a partir de éleos vegetais e
gorduras animais (KNOTHE, et al., 2005 e LOBO e FERREIRA, 2009).

Com relagado a qualidade do biodiesel um numero de cetanos baixos esta
relacionado a uma alta quantidade de insaturagdes (RAMOS et al., 2009). E com o
aumento do teor de ésteres poli-insaturados a estabilidade, a oxidagdo diminui, assim
como as propriedades de fluxo a frio sdo degradadas pela presencga de ésteres de
cadeia saturada e longa, além disso, aumenta-se a estabilidade oxidativa na presenca
destes ésteres (KNOTHE, 2008; RAMOS et al., 2009). Portanto leva-se a necessidade
de se obter biodiesel sintetizado a partir de 6leos com alto teor de ésteres
monoinsaturados, e composi¢cdes que apresentem bom desempenho em ambas as

condigdes, apresentando propriedades globais melhores (KNOTHE et al., 2005).



Abaixo seguem algumas vantagens distintas do biodiesel em comparag¢ao com
diesel de origem féssil, além a ser totalmente competitivo na maioria dos aspectos
técnicos com diesel de origem féssil (KNOTHE, et al., 2005):

* Evita a dependéncia e mantem a preservagao do petréleo, por sua origem ser de
um recurso interno renovavel,

* Biodegradabilidade;

* Reducao na maioria da emissao de gases de exaustao (com exceg¢ao NOx);

* Superior ponto de fulgor, manipulagdo e armazenamento mais seguros;

» Apresenta boa capacidade de lubrificacdo, devido a este fato, vem sendo
adicionado ao diesel derivado de petréleo com baixo teor de enxofre, em niveis baixos
(1-2%) para restaurar a lubrificagéo.

Alguns problemas associados com biodiesel:

* Preco mais elevado, que em muitos paises € compensada por incentivos
legislativos/regulamentares e/ou subsidios;

* Aumento nas emissdes NOx;

* Baixa estabilidade oxidativa quando exposta ao ar (estabilidade oxidativa);

O precgo elevado pode ser reduzido quando se utiliza matérias primas como
gorduras residuais por exemplo ou redugcdo em incentivos legislativos, marcos

regulatorios e subsidios do governo como reducéo fiscal (KNOTHE, et al., 2005).

3.1.1. Biodiesel de Microalga

Um dos grandes desafios dos processos de producgéo de é dispor de matérias-
primas capazes de atender as expectativas dos programas biocombustiveis
energéticos sem impactar de forma significativa a produgao de alimentos (SUAREZ et
al., 2009), para colaborar com este cenario surgem as microalgas que nao disputam
terras produtivas com as espécies alimenticias (RODOLFI et al., 2008).

A Tabela 1 apresenta vantagens com relagcao a plantas superiores como fonte

de biocombustiveis de transporte.



Tabela 1 - Vantagens com relagcéo a plantas superiores como uma fonte
de biocombustiveis de transporte
Numero Descricao

1 Producgao de 6leo por area de culturas de microalgas poderia

exceder em muito o rendimento das melhores culturas
oleaginosas
2 Crescem em ambiente aquatico médio, mas precisam de
menos agua do que as culturas terrestres

3 Podem ser cultivadas em agua do mar ou agua salobra em

terras ndo araveis, e ndao competir por recursos com a
agricultura convencional;
4 Producgao de biomassa de microalgas pode ser combinada
com bio-fixagao direta de residuos de CO2 (1 kg de biomassa
de algas secas exigindo cerca de 1,8 kg de COz2)
5 Fertilizantes para o cultivo de microalgas (especialmente

nitrogénio e fosforo) pode ser obtido a partir de aguas

residuais
6 O cultivo de algas nao precisa ou herbicidas pesticidas
7 A biomassa de algas residual apos a extragéo de 6leo pode
ser utilizado como alimento ou fertilizantes, ou fermentado
para produzir etanol ou metano
8 A composigao bioquimica de biomassa de algas pode ser

modulado através da variagao das condigdes de crescimento

e o teor de dleo pode ser altamente melhorada

Fonte: Autor, (2016) adaptada de Rodolfi et al., (2008)

O biodiesel a partir de microalgas tem sido considerado um enorme potencial
para estudo como biocombustivel para fins energéticos, nos Estados Unidos ja existe
um programa com espécies aquaticas desde a década de 70 (FAO, 2010).

A versatilidade da producgao de biocombustiveis a partir de algas pode fornecer
respostas a ambas as barreiras econdmicas e dos desafios do ciclo de vida enfrentado

na produgédo de energia renovavel. Ao extrair mais de um tipo de biocombustivel a



partir da biomassa de algas ou um coproduto adicional, o valor da biomassa aumenta
e ao mesmo tempo, oferece compensagdes adicionais (JONES e MAYFIELD, 2012).
Tanto a nivel mundial como nacional, diversas pesquisas comegaram a surgir
com o objetivo de cultivar esses organismos para uma producéo em larga escala de
biomassa para fins energéticos, principalmente o biodiesel (CHISTI, 2007).
Segundo Ahmad et al., (2011), microalgas s&o fonte de realidade potenciais de

produgao de biodiesel, porque ndo causam grandes impactos ao meio ambiente.

3.2 Microalgas

As microalgas fazem parte de um grupo heterogéneo de micro-organismo onde
existem cerca de 100.000 espécies, sendo estas com predominancia aquaticas e na
maioria das vezes microscopicos, realizam fotossintese encontrados tanto em
ambientes marinhos, quanto em agua doce (SCHMITZ; DAL MAGRO e COLLA,
2012).

Pode-se dizer que muito pouco se sabe sobre as microalgas, isso € uma
caracteristica interessante do ponto vista de pesquisadores, pois muito ainda pode
descobrir sobre ela. Algumas mil linhagens sdo mantidas em colegdes ao redor do
mundo, dentre as espécies de microalgas que se acredita existirem. E a respeito de
seu conteudo quimico somente algumas centenas foram investigadas além disso
somente uma pequena parte tem sido cultivada em escala industrial (BERTOLDI;
SANT’ANNA e OLIVEIRA, 2008).

As principais linhagens de microalgas em termos de abundancia sao descritas
por (SHEEHAN, 1998 e SCHMITZ; DAL MAGRO e COLLA, 2012)

a) Diatomaceas (Bacillariophyta), da qual existem aproximadamente 100.000
especies, sendo considerada a espécie que domina o fitoplancton dos oceanos,
podendo ser encontrada em ambientes de agua doce. Apresenta silica como
constituinte da parede celular. Estocam carbono na forma de lipidios ou carboidratos.

b) Algas Verdes (Chlorophyceae), deram origem aos vegetais superiores, sao
encontradas em sua grande maioria em agua doce. Sua produgao energética se da
principalmente, em forma de amido, porém em certas condi¢cdbes podem produzir

lipideos.



c) Algas azuis (Cyanophyta), conhecidas por desempenharem papel importante
na atmosfera: a fixagéo de nitrogénio. Compreende cerca de 2.000 espécies, podendo
ser encontrados em diversos ambientes;

d) Algas Douradas (Chrysophyceae) que possuem cerca de 1.000 espécies,
com habitat predominantemente doce, possuem coloragdo amarela, marrom
alaranjada e pigmentos com sistemas mais complexos. Produzem lipidios e
carboidratos como produtos de reserva.

As clorofilas sdo responsaveis pela absorcao da luz e auxiliar na fotossintese,
possuem fungdes nas industrias de alimentos, cosméticas e farmacéuticas e sua
proporgao nas microalgas variam em funcéo da intensidade luminosa. (DANESI, et
al., 2011)

Conforme o tipo de matérias-primas utilizadas e a destinagcao da biomassa de
microalgas, recomenda-se que os meios de cultura para microalgas possam ser
agrupados em trés tipos, a) meio sintético completo; b) aqueles que sdo baseados em
agua natural enriquecida com suplementagdao mineral; e ¢) as de aguas residuais
como efluentes de estagdes de tratamento, industriais, etc. (BECKER,1994)

No cultivo de microalgas para a produgdo de biomassa seu conteudo e
composicao dos lipidios e acidos graxos podem ser influenciados por fatores como
luz, temperatura, concentracdo da fonte de nitrogénio e concentragdo de didxido de
carbono (MORAIS e COSTA, 2008; LI; DU e LIU, 2008; MIAO e WU, 2006).

Para cultivo das microalgas, vém sendo avaliados meios de cultura alternativos
entre eles estdo: os efluentes industriais, efluentes de biodigestores, lodo digerido,
esgoto doméstico e residuos de suinocultura (PIPES e GOTAAS, 1960; WONG &
LAY, 1980; JUSSIAK et al., 1984; RODRIGUES e BELLI FILHO, 2004; SANCHEZ et
al., 2001).

Um dos principais fatores para o crescimento microalgal € a luz, pois atua como
fonte de energia no processo de producgao de biomassa (BECKER, 1994; BERTOLDI;
SANT'ANNA, E., OLIVEIRA, 2008). A luminosidade induz a atividade enzimatica,
influenciando a sintese de proteina. O excesso de luz, também, pode provocar efeito

letal nas células pela formagéo de peroxido de hidrogénio (substancia téxica para as



microalgas) na presencga de oxigénio, sendo tal reagdo denominada foto-oxidagéo ou
morte fotoxidativa (BECKER, 1994; BERTOLDI; SANT'ANNA, e OLIVEIRA, 2008).

A agitacao da cultura torna-se muito importante para otimizar e todos os fatores
essenciais relacionados a produgdo de biomassa de microalgas. A agitacdo da
cultura, em meio liquido, mantém as células em suspensédo evitando que algumas
células fiquem depositadas no fundo do fotobiorreator e outras permanegam na
superficie recebendo luz em excesso, torna o cultivo homogéneo (BECKER, 1994;
BERTOLDI; SANT'ANNA e OLIVEIRA, 2008).

As algas, assim como toda planta que faz fotossintese, produzem oxigénio
como produto de reagdo na qual cada mol de CO2 consumido, um mol de Oz é
formado. Se ha uma estagnacao do meio, oxigénio pode se acumular, provocando
uma inibicdo da eficiéncia fotossintética, fotorrespiracdo ou até mesmo a morte
fotoxidativa. Assim, evita-se a foto-oxidagdo pela eliminacdo do oxigénio
supersaturado no meio (BECKER, 1994; BERTOLDI; SANT'ANNA e OLIVEIRA,
2008).

Os cultivos podem apresentar-se de maneira continua ou semicontinua. No
continuo pode ocorrer de duas formas: diluindo ou concentrando as culturas (controle
da densidade celular das microalgas no meio) ou mantendo o fornecimento de
quantidades predeterminadas de nutrientes (controle da taxa de crescimento das
microalgas). Ja no semicontinuo, consiste em realizar a colheita periddica da cultura
microalgal desenvolvida (em sistemas internos ou externos) e, posteriormente,
reajustar a cultura remanescente para que as microalgas cresgcam novamente e
possam ser colhidas quando atingirem o nivel de crescimento desejado. Desta forma
pode-se observar o cultivo de microalgas em diversas literaturas, sendo executado
em diversos sistemas, com volumes e caracteristicas diferentes. Dentre os sistemas
abertos, destacam-se raceway ponds (tanques de recirculagao a céu aberto), lagos e
lagoas naturais ou artificiais e sistema turf scrubber. O fotobiorreator € o principal
sistema fechado de cultivo de microalgas (MULBRY et al., 2008).

As microalgas sintetizam diversas substancias, e muitas espécies podem ser
induzidas a acumular concentragdes de lipidios, proteinas e carboidratos (DERNER
et al., 2006).



3.2.1 Caracteristicas da microalga Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii, a microalga escolhida para este estudo, é citada
por varios autores, por além de ser de facil adaptacdo a ambientes para cultivo,
mantem grande reserva de amido, ainda, através de engenharia genética pode ser
modificada para facilitar a grande para obtengéo de lipidios, o que viabiliza a produgao
de biodiesel (REDA et al., 2011, SIAUT et al., 2011 e JONES e MAYFIELD, 2012).

A célula mais ou menos oval de tamanho aproximado de 10 pm, possui uma
membrana e um cloroplasto contendo pigmento geralmente em forma de copo e uma
estrutura eucariética acompanhada de cilios (flagelos) (MERCHANT, 2007). A figura

1 demonstra o esquema da microalga Chlamydomonas reinardtii.
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Figura 1 - Esquema da microalga Chlamydomonas reinhardtti
Fonte: Villela, 2014

A reproducdo assexuada é de zooOsporos e a sexual € por formacao de
gametas. Os gametas aglutinam suas estruturas flagelares, esta aglutinagéo produz
um sinal intracelular. A resposta a esta aglutinacdo sao alteracbes morfologicas e
fisiolégicas conhecidas nas células que as preparam para a uma fusdo dos gametas
(PIJST et al., 1984).

Estudos recentes indicaram que a microalga Chlamydomonas sp. pode ser

utilizada para a produgao de biodiesel, por possuir uma elevada taxa de crescimento
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e de teor de lipidios necessitando apenas de um meio de cultivo simples e barato
(MOROWVAT; RASOUL-AMINI; e GHASEMI, 2010).

Estudos com a producado de ésteres a partir da biomassa de Chlamydomonas
napara producdo de biodiesel estdo sendo desenvolvidos. Martins (2012), pelo
método de extragado de lipidios totais da biomassa de Chlamydomonas sp. pelo
método de Lepage e Roy (1984) e posterior transformagdo em biodiesel,
demonstraram que o teor lipidico desta espécie € concordante com o teor de lipideos
que pode estar presente na composigao quimica microalgas do mesmo género, como
a Chlamydomonas reinhardtii, com teor lipidico na ordem dos 21 % (biomassa seca)
(DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2011).

Por cromatografia gasosa analisou-se os ésteres metilicos produzidos,
revelando a predominancia de C16:0 (palmitato) e C18:1 (oleato) considerados ideais
para a producao de biodiesel de alta qualidade, estando também presentes C14:0
(miristato) e C18:0 (estearato) (MARTINS, 2012).

3.3 Recuperacao da Biomassa e Secagem

A recuperacgao da biomassa € uma parte do cultivo mais complexa e importante,
pois nesta fase os métodos convencionais tornam-se ineficientes. Com base nas
informacgdes citadas acima, as microalgas sdo removidas através dos métodos de:
centrifugacao, filtragdo ou, em alguns casos, por sedimentacdao. Estes podem ser
precedidos por uma etapa de floculagdo. Ainda existem os métodos de pré-oxidagao,
coagulagdo e clarificagdo (MOLINA GRIMA et al., 2003; ROCHA, GARCIA e
HENRIQUES, 2003; HENDERSON; PARSONS e JEFFERSON, 2008).

A maioria destas técnicas tém varias desvantagens, além de altos custos,
muitas vezes baixos ganhos de eficiéncia de separagao e a qualidade inaceitavel do
produto colhido. Uma técnica de separacéo que parece apresentar muitas vantagens
sobre as técnicas convencionais € a de separagao por floculacao eletrolitica ou
“eletrolise”, embora tenha-se apresentado testes apenas de pequena escala. Para um
processo de separagado algal ser eficiente ele deve ser aplicavel para todas as
espécies de algas, exigir poucos investimentos em energia, manutencéo e de recursos

hidricos e sua producao dever ter uma elevada percentagem de peso seco (BUSTOS
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ARAGON; BORJA PADILLA e FIESTAS ROS DE URSINOS, 1992; POELMAN;
PAUW e JEURISSEN, 1997; XIONG et al., 2015).

O crescimento no cultivo da biomassa pode ser verificado pela turbidez da
amostra ou pela concentragao celular, por meio de uma correlagao pré-determinada
(curva-padréao) entre a massa seca da biomassa e a absorbancia a 670 nm, em
espectrofotometro UV-vis (MULITERNO et al.,, 2005; ANDRADE e COSTA, 2008;
MENEZES et al., 2015).

A secagem é o processo posterior a recuperag¢ao da biomassa da solugdo. Com
aremoc¢ao da agua das amostras, a biomassa se mantém conservada, pois a umidade
€ crucial no processo deterioracdo de materiais bioldgicos embora este processo
ocorre cause a morte celular. Niveis baixos de umidade permitem longevidade as
amostras.

O processo de secagem é responsavel por 30% do custo total da produgao de
microalgas, portanto este € um dos passos mais importantes da produgao, selecao de
um determinado método de secagem depende da escala de operagao e do destino
final do produto seco (BECKER, 1994).

A secagem em sua forma mais simples é feita mediante o tratamento das
amostras com calor, (estufas ou exposicdo a luz solar). A temperatura utilizada
depende do proposito posterior da biomassa algacea, porém temperaturas altas como
80 °C, pode danificar a amostra. As amostras expostas a luz solar também podem ser
danificadas, pois temperaturas moderadas (exemplo 40 °C) por um longo periodo,
podem estimular o crescimento bacteriano. A liofilizacdo € o melhor processo de
conservagao de amostras de microalgas a seco, a remogao da agua por seu processo
é feita sob baixas temperaturas. Através de um forte vacuo em um dos
compartimentos do liofilizador a agua é retirada de amostras congeladas que s&o
dispostas em outro compartimento do aparelho. No entanto, o que inviabiliza o uso
deste aparelho € o alto culto, mesmo sendo baixos os custos associados a liofilizagao
das amostras (LOURENCO, 2006).

O processo de peroxidagéo lipidica, pode ser evitado com a secagem rapida o

tempo de exposigdo ao calor e ao oxigénio € desejada. Assim, a otimizagdo do
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processo de secagem por luz solar pode fornecer produtos com alta qualidade
(TIBURCIO et al., 2007).

Economicamente o processo de floculagdo tem sido o mais atraente para
separagao da biomassa microalgal de seu meio de cultivo, devido a menor demanda
energética e redugcdo nos custos das etapas subsequentes (UGWU; AOYAGI;
UCHIYAMA, 2007). Ainda a sobre este processo de recuperagdo, Tenney et al.,
(1969), em seus estudos com remocao de biomassa de sistemas de tratamento de
efluentes utilizou polieletrolitos catidnicos. Estes reduzem e neutralizam as cargas
negativas das superficies das células das microalgas e formam pontes que agregam
as "particulas" fisicamente, desta forma, foi possivel verificar que os polimeros

catidnicos induzem a floculagao (TENNEY et al., 1969).

3.4 Clorofilas

A clorofila € o pigmento mais abundante na natureza, ela se subdivide em
clorofila a que corresponde a 75% dos pigmentos verdes totais cujo principal papel é
a absorgéao da luz solar e a sua conversao para energia quimica durante a fotossintese
e clorofila b, que é um pigmento suplementar (BORRMANN, 2009).

A clorofila e outros pigmentos das células fotossintetizantes através das
rea¢des luminosas, absorvem a energia luminosa e a conservam na forma quimica de
dois produtos ricos em energia, o ATP e o NADPH. Em seguida, produzem O2. Nas
reacoes de fixagao de carbono, o ATP e o NADPH sao utilizados para reduzir o CO2
para formar glicose e outros compostos organicos (BORRMANN, 2009).

Os plastidios sdo organelas subcelulares que sustentam as clorofilas, e por
serem verdes s&o chamados cloroplastos (BORRMANN, 2009).

Cada espécie de planta possui seus tipos de pigmentos fotossintéticos e sua
variedade. A clorofila a (Chl a) esta presente em todos os organismos que realizam
fotossintese oxigénica. No caso das bactérias fotossintetizantes a bacterioclorofila &
que age no lugar da clorofila ja que elas ndo possuem clorofila e atua como pigmento
fotossintético. A Chl a é o pigmento utilizado para realizar a fotoquimica (o primeiro

estagio do processo fotossintético), enquanto que os demais pigmentos auxiliam na
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absorcao de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacgao,
sendo assim chamados de pigmentos acessoérios (SCHWARTZ e LORENZO, 1990;
TAIZ e ZIEGER, 2004).

Ainda existem os pigmentos acessorios, entre eles as clorofilas: Chl b, presente
em vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias; Chl c, em fedfitas e
diatomaceas; e Chl d, em algas vermelhas (SCHWARTZ e LORENZO, 1990; TAIZ e
ZIEGER, 2004)

A producdo de oxigénio singleto (alta energia de oxigénio) gerada pelas
clorofilas, ndo é restrita a extratos de pigmentos aquosos, mas também ocorre em
solventes menos polares como o 6leo. Por essa razdo, um 6leo contendo um alto
conteudo de clorofilas ou produtos da degradacao deve ser estocado no escuro € em
temperatura reduzida, isso se deve ao fato das clorofilas serem relativamente
instaveis e sensiveis a luz, aquecimento, oxigénio e a degradagdo quimica
(SCHOEFS, 2002).

As moléculas de clorofilas possuem uma longa cadeia de duplas ligagdes
conjugadas dessa forma reagem facilmente com acido, base, oxigénio e luz. Essas
moléculas reagem facilmente com O2 sob luz formando espécies de oxigénio ativas
(foto-oxidagao), que oxidam outras moléculas, incluindo lipidios e proteinas e, por esta

razao, devem ser monitoradas durante a extragao e analises (SCHOEFS, 2002).

3.5 Proteinas e Carboidratos Totais de Microalgas

Segundo Darnell; Lodish, e Baltimore, (1990) e Ganong, (1995), as proteinas
desempenham papéis extremamente importantes, na maioria dos processos
biolégicos, atuando como enzimas, horménios, neurotransmissores, transportadores
através das membranas celulares e outros.

Estudos realizados aproximadamente 50 anos atras, considerou a produgao
em massa de algumas microalgas ricas em proteina como uma possibilidade para
fechar o chamado "gap proteina”’(BECKER, 2007).
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As proteinas de algas se comparadas com as de outros vegetais convencionais
em analises abrangentes e nutricionais demonstraram que estas proteinas sao de alta
qualidade e podem ter valores iguais ou superiores (BECKER, 2007).

Para se ter vantagens técnicas e ecbnémicas no emprego de microalgas como
fonte de proteinas é preciso a propagacao de toda a biomassa algal. O material de
microalgas, tem uma amplitude incomun de qualidade nutricional quando comparado
as outras plantas e se utilzadas em substituigdo as dietas convencionais consiste,
aléem de proteina, outros compostos nutritivos: peptidos, carboidratos, lipidios,
vitaminas, pigmentos, minerais e outras elementos valiosos (BECKER, 2007).

Teores dos componentes, variam amplamente entre as espécies de microalgas
com predominancia de proteinas (BROWN et al., 1997; BECKER, 2007; CAMPOS;
BARBARINO e LOURENCO, 2010). Na Tabela 2 adaptada de Becker, (1994) e
Richmond, (2004), verifica-se esta relagdo em peso seco de cada espécie de

oleaginosas.

Tabela 2 - Composicao geral de proteinas de diferentes fontes de alimentacéo
humana e microalgas % de matéria seca

Commodity Proteinas Carboidratos Lipidios
Fermento 39 38 1
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas renhardftii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11

Fonte: Adaptada de Becker, (1994) e Richmond, (2004)
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Segundo Becker, (2007) estudos estdo sendo desenvolvidos para inserir a
proteina algal na nutricdo humana e animal, sé que isso ainda sofre muitas barreiras
socio-etnologicas, um exemplo sdo os paises em desenvolvimento, que tem a
necessidade de proteina, porém, por serem contra a ingredientes alimentares
desconhecidos, s6é podem adquirir alimentos conservadores. Além disso, os custos de
producao de microalgas permanecem muito elevados para competir com fontes de
proteinas convencionais (BECKER, 2007)

Através do processo de fotossintese as microalgas podem acumular
carboidratos devido a fixagdo de CO2. A fotossintese € o processo biolégico no qual
organismos fotossintetizantes podem converter CO2 e H20, na presenca de luz, em
glicose e outros agucares por via metabdlica, processo esse conhecido como ciclo de
Calvin (LIBESSART et al., 1995; WEYER et al., 2010; BENEMANN, 2013).

Segundo Becker, (1994); Hall e Rao, (1994); Libessart et al., (1995); Hirano et
al., (1997); Vidotti e Rollemberg (2004); Lourenco (2006), no caso de microalgas da
divisdo Chlorophyta, como as microalgas do género Chlamydomonas reinhardtii o
produto de reserva das cianobactérias € um polissacarideo formado por monémeros
de glicose unidos por ligagbes glicosidicas do tipo a-1,4 encontrado nas paredes
celulares, conhecido como amido das cianoficeas. Esta substancia difere do amido
por apresentar ramificagcbes mais abundantes em relacdo a cadeia principal de
polissacarideo. Portanto, o amido das cianoficeas é muito semelhante ao glicogénio
encontrado em animais e tem uma forte semelhanca estrutural e funcional ao amido
de armazenamento de plantas superiores. Algumas espécies de microalgas como
Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas, Scenedesmus, Spirulina tém altos teor de
carboidratos, principalmente amido > 50 % de seu peso seco (UEDA et al ., 1996).

Recentemente, os carboidratos de biomassa de microalgas estdo sendo
considerados como uma matéria-prima barata e promissora para a produgao de
biocombustiveis por fermentacdo de microrganismos. O principal obstaculo do
processo € o pré-tratamento das microalgas e a extragdo de carboidratos a partir de
células das algas (ZHAO et al., 2013).

16



Na produgéo de biocomustiveis os carboidratos a partir de microalgas podem
ser hidrolisados e convertidos em glicose, que € um substrato muito significativo, por
micro-organismos heterotréficos (como leveduras, bactérias e fungos) (CHOI,
NGUYEN e SIM, 2010).

Segundo Choi; Nguyen e Sim, (2010), por exemplo, num estudo de
Chlamydomonas pode-se verificar cerca de 60% de carboidratos (dos quais 44% era

o amido que foi hidrolizado e convertido em glicose.

3.6 Extracdo do Oleo em Microalgas

Existem diversas formas de se conseguir lipidios a partir da extragdo, uma
delas é a quimica com a utilizacdo de solventes organicos (KUMAR; RAO e
ARUMUGAM, 2015), mas existem outras por meio de homogeneizagao, choque
osmotico, e enzimas ultrassom, porém nao é aplicado para larga escala (MOLINA
GRIMA et al.,, 2003; RICHMOND, 2004; DERNER et al., 2006; EL-SHEEKH e
HAMOUDA, 2016).

Carelli et al., (2011) menciona o método de extracdo com fluido supercritico
(SFE), utilizando diéxido de carbono (CO2) como solvente. Mata; Martins; Caetano,
(2010) comprovou que o método de extragao de lipidios com fluido supercritico (SFE)
comparado a extracao de lipidios com solvente é mais eficiente e proporciona menor
impacto ambiental.

Por se tratar de uma determinagao importante a extracdo da fragao lipidica
deve ser realizada com extrema exatiddo. Algumas amostras requerem cuidados
especiais para a obtencao da fracao lipidica, devido a fatores que podem influenciar
a qualidade final da fracao lipidica como coextracdo dos componentes nao-lipidicos e
a oxidagao indesejada (BRUM; ARRUDA e REGITANO-D ARCE, 2009).

Apesar da extracao lipidica para determinacgao do teor de lipidios de microalgas
ser comum em escala laboratorial, as variaveis que afetam a extracdo de lipidios a
partir de microalgas ndo sao bem compreendidas, assim a produ¢gdo comercial de
biodiesel de microalgas fica dificil. E ainda a maioria dos estudos que investigam a
composicao lipidica de microalgas ndo conseguem avaliar a adequagao dos lipidios

extraidos para a producéo de biodiesel (HALIM et al., 2011).
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A fragédo lipidica inclui os triacilglicerideos, os acidos graxos livres, os
hidrocarbonetos, os esterois, os ésteres de esterdis e os alcoois livres (GALLAGHER,
2011).

O intenso interesse em microalgas para a producdo de biodiesel decorre,
principalmente, do alto teor de lipidios e da alta produtividade de biomassa por
unidade de superficie em comparagao com cultivos tradicionais, conforme discutido
anteriormente. Os lipidios podem incluir, lipidios neutros, lipidios polares, cera ésteres,
esterois e hidrocarbonetos, assim como derivados tais como tocoferois, caroteno,
terpenos e as clorofilas. No entanto, ndo se pode confundir a produtividade em lipidios
totais com o rendimento em biodiesel a partir das algas, pois somente os triglicerideos
e os acidos graxos livres, que fazem parte dos lipidios neutros, devem ser
considerados para a produgao de biodiesel puro (HU et al., 2008; GALLAGHER, 2011;
WAHLEN; WILLIS e SEEFELDT, 2011).

A eficiéncia da extragao de lipidios a partir de microalgas esta relacionada ao
tipo de solvente e método de extacéao utilizado (EL-SHEEKH e HAMOUDA, 2016).

3.7 Producio de Esteres

Para a produgao de ésteres alquilicos, com intuito de produgéo de biodiesel, a
rota tecnolégica com maior frequéncia de utilizagéo € a de transesterificacdo mostrada
o0 esquema da figura 2, que envolve a reagédo dos triacilgliceréis com alcoois de
cadeias curtas, em presenca de um catalisador, dando origem a ésteres de acidos
graxos (SUAREZ et al., 2007).

Em uma reacéo de transesterificagao exige-se, 1 mol de um triglicerideo e 3
mols de um alcool para se obter 3 mols de ésteres graxos e 1 mol de glicerol. Para a
melhora da reagao de transesterificagdo, € necessario utilizar um grande excesso do
alcool ou para remover um dos produtos a partir da mistura de reagao. A remogao de
um destes dos produtos da reacao é preferivel sempre que possivel, uma vez que
assim, a reacado pode ser conduzida a conclusdo. A velocidade da reagao € mais
elevada, quando 100 % de excesso de metanol é utilizado, uma propor¢do molar de

6:1 é normalmente utilizada em processos industriais para se obter rendimentos de
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éster de metil superior a 98 % em peso (SCHUCHARDT; SERCHELIA e VARGAS,
1998; SRIVASTAVA e PRASAD, 2000)

Figura 2 - Reagao de transesterificagcao e formagao de ésteres
Fonte: (ARAUJO et al., 2012)

Na etapa de transesterificacdo, podem ser separados glicerol e os ésteres por
decantacao ou centrifugacao, devido a insolubilidade do glicerol nos ésteres. A fase
superior, mais leve ou menos densa, contém os ésteres constituintes do biodiesel. Na
fase inferior ou pesada encontram-se o glicerol bruto e as impurezas. O excesso de
alcool pode reduzir a velocidade de separacdo. Porém, o excesso de alcool s6 sera
removido, quando o glicerol e os ésteres alquilicos estiverem devidamente separados,
pois ha a preocupagao com a reagao reversa. A agua acrescentada a mistura, tem
objetivo de melhorar a separacgéo do glicerol depois que a reagao de transesterificagéo
estiver terminada (GERPEN, 2005). Os produtos de reagao de transesterificagdo séo
uma mistura de ésteres, glicerol, alcool, catalisador e tri-, di- € monoacilglicerideos
(MA e HANNA,1999).

Ha a preferéncia de alcoois simples para a preparacéo de ésteres graxos da
reacao de transesterificagdo de 6leos vegetais. Estes ésteres sdo um bom potencial
como uma alternativa de combustivel para substituir 6leo diesel em tratores agricolas.
Devido a este potencial, a atengcao sobre as variaveis que afetam o rendimento destes
ésteres vem sido estudada (FREEDMAN; BUTTERFIELD e PRYDE, 1986).

O maximo rendimento de ésteres ocorre entre as temperaturas de (50°C a
80°C) a uma razdo molar (Alcool para éleo) de 6:1 (FEUGE e GROSS, 19409;
FILLIERES; BENJELLOUN-MLAYAH e DELMAS,1995).
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3.8 Transesterificacao/Esterificagcao acida - Reagodes in situ

A esterificagao e/ou transesterificagao in situ refere-se a conversao simples de
ésteres alquilicos a partir de acidos graxos livres e triacilglicerideos presentes em um
material biologico, envolvem a adicdo de um alcool, um catalisador, a pressao
atmosférica e podem ocorrem a temperaturas baixas a moderadas. Nestas reacoes €
possivel a recuperacdo dos ésteres, pois ao serem produzidos se difundem para a
fase liquida (HAAS e WAGNER, 2011).

A transesterificagdo € uma reacdo que ocorre em varias etapas, porém trés
delas sao principais: 1) os triglicerideos sdo convertidos em diglicerideos, 2) os
diglicerideos s&o convertidos em monoglicerideos, e 3) monoglicerideos sao entéao
convertidos a ésteres (biodiesel) e glicerol (coproduto) conforme ilustrado na figura 3
(MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

cataheaidos

1. Tmaclghcendeo (TG) + EBE—-0OH +——— Doclghcendeo(DG) = RCOO-ERi1

tafaheadin

2. Diacilglicenideo (DG) + R-OH +———— Monoaciglicendeo (MG) + R'COO-R:

tafahiratio

3. Monoacilghcendeo (MG) + R-OH o——% Gheerol(GL) + R'COO-Rs

Figura 3 - Etapas da Reagao de transesterificagao
Fonte: (BAUMGARTNER, 2013)

A presenga do excesso de metanol na transesterificacdo é essencial para
romper a ligacao glicerol/acido graxo. Porém, um excesso de metanol (70:1 e 84:1)
reduz a velocidade de separagao das duas fases produzidas. Segundo Miao e Wu,
(2006) a melhor combinacdo do processo de transesterificacdo acida de o6leo de
microalgas foi de 100 % de catalisador, com uma razado molar de metanol:6leo 56:1,
temperatura de 30 °C, para o biodiesel da microalga Chlorella protothecoides.

O processo mais comum para a producao de biodiesel € o da reacédo de
transesterificagdo metilica de 6leos vegetais em meio alcalino homogéneo (RAMOS
et al., 2011)

Freedman; Pryde, e Mounts, (1984) estudando sobre a influéncia da razéo
alcool:6leo na reacado de transesterificacdo do o6leo de soja verificaram que,

quantidades significativas de mono- e diglicerideos estdo presentes no produto final
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quando a razéo alcool:6leo € muito baixa. Para se obter formacdo maxima de éster
por transesterificacdo de Oleos vegetais € preferivel a utilizacdo de alcool anidro, a
razao molar de alcool para 6leo de 6:1 da uma conversao 6tima para o éster. Neste
estudo utilizou-se uma razao de 6:1 alcool:6leo para que a reagao fosse completa, ou
seja, que todos os triglicerideos tivessem reagidos formando ésteres alquilicos.

Devido sua facil cristalizagdo, os mono e diacilglicerideos de acidos graxos
saturados presentes no biodiesel podem causar obstru¢ao do filtro de combustivel e
outros problemas de desempenho nos motores automotivos (GERPEN, 2005).

A conversao de ésteres alquilicos simples de acidos graxos livres e acidos
graxos ligados a ésteres glicéricos existentes em um material biologico, € chamada
reacao "In situ". Estas reag¢des sado simples, envolvendo a incubagdo de um alcool, de
um catalisador inorganico e um material de suporte de lipideo a pressao ambiente e
temperaturas moderadas. Os ésteres do produto difundem-se na fase liquida da
reacao e podem ser facilmente recomprados (HAAS e WAGNER, 2011).

A esterificagao de 6leos com elevado teor de acidez, apresenta problemas por
conter, além de triacilglicerideos, quantidades variaveis de acidos graxos livres, bem
como mono- e diacilglicerideos. A preparagao de ésteres metilicos com catalisadores
acidos e metanol em excesso proporciona tanto uma conversao rapida e
essencialmente completa dos acidos graxos livres, quanto alcodlise lenta dos
glicerideos. Por outro lado, a alcodlise de 6leos na esterificacdo de acidos graxos
direta em catalise alcalina é muito lenta. Por esta raz&o, a conversao rapida e eficiente
de oOleos de elevado teor de acidez a ésteres metilicos por um processo uUnico ainda
ndo é pratica (OZGUIL e TURKAY, 1993).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo da microalga

A cepa da microalga Chlamydomonas reinharditii foi fornecida pelo laboratério
de Limnologia, Ecotecnologia e Biomanipulagdo da Universidade Estadual de Oeste
do Parana - UNIOESTE, coordenado pelo Professor Dr. Nyamien Yahaut Sebastien.
Esta cepa obtida é considerada uma cepa selvagem pelo fato de ter sido isolada no
presente laboratorio.

Para a microalga Chlamydomonas reinhardtii foram testados dois meios de
cultivo diferentes meio MC utilizado no laboratério do INPAA de Toledo e o meio TAP
propostos na literatura para este tipo de alga (WATANABE, 1960; DEL CAMPO e
PATINO, 2013). No cultivo em escala de bancada foram avaliadas as melhores
condigdes de crescimento de biomassa algacea, frente a cada meio. Os experimentos
foram realizados aplicando-se as mesmas condigdes para todos os meios, sendo a
razao volumétrica meio:inéculo:agua de 1:1:8. (v:v:v). As Tabelas 3 a 6 apresentam
os nutrientes que compdem os meios testados no cultivo da microalga
Chlamydomonas reinhardtii.

O meio de cultivo utilizado foi o TAP, com os macronutrientes e micronutrientes

nutrientes apresentados nas Tabelas 4,5 e 6

Tabela 3 - Meio MC para cultivo de Chlamydomonas reinhardtii

Reagente Quantidade (g/L)

KNO3 1,250
KH2PO4 1,250
MgS0O4.7H20 1,000
CaCl2.2H20 0,084
H3BO4 0,114
FeS04.7H20 0,050
ZnS04.7H20 0,014
NaCl 0,007

Fonte: Autor, (2016)
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Meio de Cultivo TAP: Para cultivo de Chlamydomonas reinhardtii

Tabela 4 - Solucao Sal

Reagente Quantidade (g/L)
NH4ClI 15,000
MgS04.7H20 4,000
CaCl2.2H20 2,000
Fonte: Autor, (2016)

Tabela 5 - Solugao Fosfato

Reagente Quantidade (g/L)
K2HPO4 57,600
KH2PO4 28,800

Fonte: Autor, (2016)

Tabela 6 - Elemento Traco

Reagente Quantidade (g/L)
ZnS04.7H20 22,000
MnCl2.4 H20 5,060
CoCl2.6 H20 1,610

H3BO4 11,400

FeSOas. 7 H20 4,990

CuS04.5 H20 1,570
(NH4)sM07024.4 H20 1,100
EDTA 50,000

Fonte: Autor, (2016)

Os cultivos foram executados, contendo 800 mL de agua, 5 mL de solugéo de
Sal, 4 mL da solucao de fosfatos e 1 mL de Elemento traco e por fim 10 mL do inéculo,

para o meio TAP e 800 mL de agua, 10 mL de meio e 10 mL do in6culo, para o meio
MC.
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Os cultivos foram alimentados com as solugbes a cada 7 dias. As figuras 4,5 e

6 demonstram o cultivo da microalga.

Com os dos dois meios, foi possivel definir o periodo de cultivo pela da curva de
crescimento, realizada através da analise de turbidez.

Com os dois meios, foi possivel definir o periodo de cultivo através da curva de
crescimento.

As microalgas foram cultivadas em erlenmeyers de 1 e 2 litros, garrafas plasticas
de 5 litros e aquario de vidro de 40 litros com luz artificial constante, seladas com
plastico filme e a agitagao feita através de mangueiras com aeragao ligadas a um

compressor de ar, também de forma continua. Figuras 4, 5 e 6.

Figura 4 - Cultivo em erlenmeyers de 1 L
Fonte: Autor, (2016)
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Figura 5 - Cultivo em erlenmeyers de 2 L e garrafas plasticas de 5 L
Fonte: Autor, (2016)

Figura 6 - Cultivo em erlenmeyers de 2 L e garrafas plasticas de 5 L
Fonte: Autor, (2016)

4.2 Cinética de crescimento

O aumento da biomassa e/ou densidade celular nos cultivos foi monitorado
diariamente, pela concentragao celular, utilizando-se uma correlagao pré-determinada
(curva-padrdo) entre a massa seca da biomassa, pela absorbancia a 670 nm,
determinada utilizando-se um espectrofotdmetro Shimadzu UV-vis 1203 e, também,

por turbidez, utilizando-se um turbidimetro - modelo AP 2000P.
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Para obter a curva de crescimento celular, foram realizadas medidas diarias da
turbidez de ambos os cultivos, obtendo-se a biomassa em funcao dos dias para cada

meio.

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

(X¢ — Xo)

P=—t

(Equacéo 1)

sendo que: Xt é a densidade celular no tempo t em (g.L"
Xo € a densidade celular no tempo to em (g.L ")

t € o tempo (dia).

4.3 Recuperacgao e Secagem da biomassa

A recuperacao da biomassa no cultivo foi realizada pela adicdo de 5 mL de uma
solugdo na concentragao de 5 g/L de floculante Tanfloc-SG por litro de cultivo de alga,
para que houvesse a decantacado da biomassa. Assim, apds a decantagao a biomassa
foi filtrada em telas de 20 mesh conforme figura 7, e entdo recolhida e colocada em
estufa para a secagem, na temperatura de 60 °C, por 24 horas conforme Figura 8
(BAUMGARTNER, 2013 e BECKER, 1994). De acordo com os dados da literatura,
temperaturas em torno de 60 °C mantém a composicdo de lipidios na biomassa
algacea (WIDJAJA; CHIEN e JU, 2009).

Depois de seca a biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii, foi
triturada, armazenada em potes plasticos e mantida em freezer a temperatura (-8 °C
(freezer)), para a manutengao e conservagao de suas propriedades conforme figura 8
(MOLINA GRIMA et al., 2003; WIDJAJA; CHIEN e JU, 2009).
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Figura 7 - Recuperagao da biomassa e filtragem
Fonte: Autor, (2016)

Figura 8 - Secagem em estufa a 60 °C
Fonte: Autor, (2016)

Depois de seca, a biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtti, foi
triturada Figura 9, armazenada em potes plasticos e mantida em freezer a temperatura
(-8°C), para a manutengao e conservagao de suas propriedades, conforme Figura 10
(MOLINA et al., 2003; WIDJAJA; CHIEN e JU, 2009).
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Figura 9 - Biomassa seca triturada
Fonte: Autor, (2016)

Figura 10 - Biomassa triturada, armazenada em potes plasticos
Fonte: Autor, (2016)

4.4 Teor de clorofilaae b
A concentracio 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 equagdes 1, 2 e 3, da metodologia proposta
por Becker (1994) adaptada.
Clorofila a (mg L-1) = (16,5 x Asss) - (8,3 X A6s0) (1)
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Clorofila  (mg L'1) = (33,8 x Aés0) - (12,5 x As6s) (2)

Clorofila a + b (mg L'Y) = (4,0 x Asss) + (25,5 X Ass0) (3)

Para a realizagéo das leituras de absorbancias, cerca de 0,5 g de biomassa
seca, proveniente do cultivo (TAP) em ftriplicata, foram suspendidas em 3 ml de
alcool etilico em tubos do tipo Falcon e centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos.
Em seguida, foram recolhidos os sobrenadantes, transferidos para novos tubos
Falcon (15 mL) as amostras foram levadas ao banho maria, a 90° C por alcool etilico
5 minutos.

Apos este periodo, o volume da solugao foi completado, adicionando-se mais
3 mL de é&lcool etilico e as amostras foram submetidas as leituras em
espectofotdbmetro (Spectro Vision versdo 5.05) nos respectivos comprimentos de

onda, conforme a equagao para avaliagao do teor de clorofila.

4.5 Determinacao de proteinas totais

As proteinas da biomassa proveniente do cultivo (TAP) foram determinadas
por analises em ftriplicatas, de acordo com a metodologia proposta pelo
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). As analises foram realizadas no Laboratério
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 solugao 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 presenga de grumos no tubo.

Na sequéncia foram adicionados nos tubos cerca de 15 mL de agua destilada.
A destilagcéo foi realizada acoplando-se o tubo de ensaio com a amostra digerida
no equipamento destilador. A destilacdo foi finalizada quando o erlenmayer
completou 75 mL da solugao destilada.

A titulagdo da amostra foi realizada com acido sulfurico (0,05 M), a amostra

passa de verde a rosa, deve-se anotar o volume de acido gasto no procedimento.
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O calculo das proteinas totais foi realizado de acordo com a equagéao 6:

V x N x Fator do acido x 14 x 100
% de N = (6)
Pamostra (mg)

Onde:

I/'= volume &cido gasto
/V = normalidade do acido

P amostra = peso amostra
% de Proteina Bruta= % de N * 6,25

4.6 Determinacao de carboidratos totais

A quantidade de carboidratos totais foi calculada através dos dados obtidos
nas analises de umidade, cinzas, proteinas, lipidios 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 calculo dos carboidratos totais foi realizado de acordo com a equagéao 13:

Carboidratos (%) = 100 - (% umd.+ % cinz.+ % prot. + %lip. + % fibr.) (13)

Onde: % umd. = umidade
% cinz. = cinzas
% prot = proteinas
% lip. = lipidios

9% fibr. = fibras

4.7 Teor de lipidios — Extrato Etéreo

Foi realizada pelo método de Sokhlet — Instituto Adolfo Lutz (1988) a extragéo
de lipidios da biomassa.

Neste método, primeiramente, coloca-se o baldo de extragcdo na estufa a

temperatura de 105 °C por 2 horas, posteriormente, resfria-se a amostra no
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dessecador, sendo pesada a gordura no baldo. Apds a pesagem, separa-se 2,0 g
da microalga para posterior pesagem em balanga analitica. Em seguida, a amostra
€ colocada em pacote de papel filtro.

Em seguida, os baldes sao colocados no bloco de gordura, suspendedo-se o
pacote de amostra na cestinha e adicionando-se éter de petroleo suficiente para
cobrir a amostra, deixando a amostra imersa no éter por 15 minutos a 75°C (sem
esquecer de ligar a agua). Eleva-se a temperatura a 90°C e erguendo a amostra
(para que esta seja lavada) durante 1 hora e meia.

Fecha-se para que o éter seja recolhido e posterior reutilizagcado e os baldes
sao levados para estufa até evaporacao total do éter. Apds a retirada da estufa e
os baldes sao levados ao dessecador para esfriar, e posterior pesagem dos baldes

ja frios (peso do baldo com gordura);

(4)

Em que:

L = Teor lipidico em relagéo & biomassa seca (%);
PBG = Peso do baldo com gordura (g):

PA = biomassa seca utilizada (0,3 g).

PB = Peso do baldo (g);

4.7.1 Teor de lipidios

O teor de lipidios foi determinado de acordo com adaptacdées do método Bligh
e Dyer (1959) realizadas por Ryckebosch, Muylaert e Foubert (2012). Foram
pesados 50 mg de biomassa seca de cada estirpe em tubo Falcon (15 mL). Em
seguida, foram adicionados 3 mL de metanol e submetido em agitados
manualmente por 30 segundos. Apds agitacdo, foram adicionados 4 mL de
cloroféormio, 1 mL de metanol e 2,4 mL de agua destilada. Em seguida, o tubo foi
deixado em repouso por 1 hora para separacao das fases e entao foi realizada
centrifugagéo por 10 minutos a 2.000 rpm.

A parte inferior (cloroféormio) foi pipetada e transferida para um novo tubo

Falcon (15 mL). O conteudo resultante foi re-extraido adicionando-se 2 mL de
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metanol seguido de agitagdo por 30 segundos. Apds agitacao, foram adicionados
3 mL de cloroférmio, 1 mL de metanol e 2,4 mL de agua destilada.

Novamente o tubo foi deixado em repouso por 1 hora, centrifugado nas
mesmas condi¢cdes e a parte inferior foi transferida para o tubo Falcon (20 mL)
combinando-se com a amostra da primeira extragao.

As fases de solvente combinadas foram filtradas através de uma camada de
sulfato de sédio anidro depositada ao fundo de um papel filtro que envolvia um funil
de vidro. Em seguida, foram adicionados 2 mL do filtrado em microtubos secos em
estufa e previamente pesados em balanca analitica. Estes microtubos contendo as
amostras foram encaminhados novamente a estufa para secagem a 60 °C até que
estes adquirissem peso constante. A porcentagem de lipidios foi determinada

conforme a Equacgao 5.

- mpe. vtotal.100 (5)
"~ vamostra.bs

Em que:

L = Teor lipidico em relagao a biomassa seca (%);

mpe = massa de lipideo da amostra apos evaporagao (g);

vtotal = volume total de cloroférmio utilizado para extragao de 0,05 g de biomassa
seca de microalga (mL);

vamostra = volume de amostra com cloroférmio a evaporar (mL);

bs = biomassa seca utilizada (0,05 g).

4.8 Determinagdes de matéria seca, mineral e umidade

A determinacédo da matéria seca e das cinzas, proveniente do cultivo (TAP)
foi realizada por analises em triplicatas, de acordo com a metodologia proposta pelo
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). As analises foram realizadas no Laboratério
de Qualidade de Alimentos — LQA, da Universidade Estadual do Oeste do Parana
— 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 2,0 g de biomassa foram adicionados aos cadinhos e posteriormente estes
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foram levados para estufa numa temperatura de 105°C, por 8 horas. Apds este
procedimento, os cadinhos foram levados novamente ao dessecador até esfriar e
por fim pesados para obter o peso final da amostra.

O calculo da matéria seca foi realizado de acordo com as equacoes 7 e 8:

Peso seco = (peso a 1052 C - peso do cadinho) (7)

, . . peso seco x 100
Matéria seca definitiva (%) = (8)
peso amostra

Para determinagdo 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, até ficarem com as cinzas nas cores (branca ou cinza

claro).

O calculo da matéria seca foi realizado de acordo com as equagdes 9, 10 e 11:

Peso seco = (peso a 1052 C - peso do cadinho) (9)

Ci %) = peso seco 5502 C x 100 "
inzas (%) = peso seco a 1052C (10)

A umidade da biomassa foi calculada de acordo com a equacao 11:
Umidade (%) = (100 — % matéria seca definitiva) (11)

4.9 Determinacao das fibras totais
A determinacao das fibras totais, proveniente de ambos os cultivos (com e

sem nitrogénio) foram realizadas por analises em ftriplicatas, de acordo com a
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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.

Pacotes plasticos (200 mL) foram pesados e em seguida adicionados aos
mesmos 1,0 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
sequéncia os pacotes foram selados e acondicionados nas bandejas do aparelho
determinador de fibras, as quais foram totalmente cobertas com acido sulfurico
(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
sulfurico ao aparelho, seguidas de mais duas lavagens com agua deionizada,
igualmente o procedimento inicial, permanecendo por mais 30 minutos em reagao.
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 apés
retira-los, deixados esfriar em dessecador e posterior pesagem dos mesmos.

O calculo da fibra total foi realizado de acordo com a equagéo 12:

_ A — Tx100
Fibra Bruta (%) = P (12)

Onde: A = peso do pacotinho + residuo, em grama
T'= peso do pacote
P = peso da amostra (g)

4.10 Producgio de Esteres

A producao de ésteres alquilicos da biomassa da microalga Chlamydomonas
reinhardtii por reagado in situ, foi realizada no laboratério Gerpel com os
reagentes/solventes disponiveis no laboratério da Unioeste — Toledo — PR. Foi

utilizada, a metodologia de processo de transesterificagao/esterificacdo acida in
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situ, ou seja, utilizando a biomassa seca na reagdao. Todas as reacgdes foram

realizadas em triplicata.

4.10.1 Reacao in situ - Transesterificagio/Esterificagido Acida

Foi avaliada a produgcao de ésteres via transesterificacdo e/ou esterificagao
acida in situ para a biomassa das microalgas. Este método foi baseado no
procedimento proposto por Lewis, Nicholsb e Mcmeekina, (2000), para a sintese
de ésteres alquilicos, descrito a seguir:

Primeiramente, pesaram-se 0,5 g de biomassa seca dentro de tubos de
ensaio, com capacidade de aproximadamente 10 mL, providos de tampa. Em
seguida, foi adicionado ao tubo 3 mL de uma solugdo contendo alcool (etanol),
catalisador (HCI) e solvente (hexano) na razao 10:1:1 (v/v/v). A biomassa foi
suspensa na solugdo por meio de agitagdo manual, sendo esta colocada
imediatamente no banho, em temperatura pré-determinada em (30°C, 45°C, 60°C
e 75°C). Os tempos de reagao estudados foram de 15, 30, 45, 60 minutos.

Depois de decorrido o tempo de reagado, o tubo foi retirado do banho e
resfriado até a temperatura ambiente, em banho com agua em temperatura
ambiente. Depois de frio, foi adicionado 1 mL de agua destilada, sendo, em
seguida, adicionados 2 mL de uma mistura de hexano:cloroférmio na propor¢ao 4:1
(v/v). Apos a separagao das fases o sobrenadante foi recolhido em outro tubo. Este
processo foi repetido por 3 vezes, para assegurar uma completa remocao dos
esteres formados do meio reacional conforme figura 11. O solvente foi, entéo,
evaporado e os ésteres produzidos foram diluidos em uma solu¢cdo de hexano e de
éster metilico tricosandico, utilizado como padrao interno (Pl), de concentragéo
conhecida. A amostra foi armazenada a -8 °C (freezer). Para o estudo das reagdes
in situ foi avaliado o alcool (etanol) e dois solventes (hexano e cloroférmio). A
reacao foi realizada em quatro temperaturas diferentes, quais sejam: 30, 45, 60 e

75°C. Também, foi avaliado o tempo de reacéao, sendo estes 15, 30, 45, 60 minutos.
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Figura 11 - Reagao in situ - Transesterificagio/Esterificagdo Acida
Fonte: Autor, (2016)

4.11 Caracterizagao do 6leo

Apos extracdo do Oleo, foram realizados os seguintes testes para
caracterizagao dos oleos: determinacao de perfil de acidos graxos e determinagéo
da massa molar do 6leo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

4.12 Analises Cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo a gas, modelo
(PERKINELMER — CLARUS 680), com detector de ionizagdo de chama (DIC),
contendo uma coluna capilar especifica para separacao de acidos graxos (Elite-
WAX de 30 m x 0,25 mm x 0,5 ym). Como gas de arraste utilizou-se o hélio, em
uma razao split de 1:10. A analise foi realizada com programacao de temperatura
da coluna, iniciando a 140 °C, com aquecimento até 250 °C a uma taxa de
5°C/minutos. A temperatura do detector e do injetor de 260 °C.

A partir do cromatograma obtido para as amostras analisadas foi possivel
identificar, por meio da comparacao dos tempos de retengdo na coluna com uma
amostra padrado, os respectivos ésteres etilicos/metilicos presentes na amostra
(VISENTAINER e FRANCO, 2006).

A determinacdo dos tempos de retengdo foi realizada injetando-se no
cromatégrafo padrdes de ésteres de acidos graxos conhecidos. Os resultados
foram, entdo, comparados com o tempo de retencédo dos ésteres da amostra que
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foi analisada, nas mesmas condigdes cromatograficas (VISENTAINER e FRANCO,
2006). Para isto, fez-se uso de um padrao FAME Mix (fatty acid methyl ester), que
consiste em uma amostra contendo 37 diferentes ésteres metilicos, os quais

incluem os ésteres contidos no 6leo e biodiesel analisados.

4.12.1 Quantificacao dos produtos da reacao

A quantificagdo dos produtos sera realizada em um cromatografo gasoso,
segunda a metodologia proposta por (VISENTAINER e FRANCO, 2006). No
laboratorio de Engenharia Quimica da Unioeste Toledo — PR.

Para quantificar os produtos de reagado utilizou-se a metodologia da
padronizagao interna, conforme descrita em Visentainer e Franco (2006). Esta
metodologia foi escolhida por ser menos sensivel a erros de inje¢des e variagdes
instrumentais, como, por exemplo, o fluxo do gas de arraste, a temperatura da
coluna etc. Isto ocorre devido a injegdo da amostra e do padrdo serem feitas
conjuntamente, em que 0s possiveis erros na injecao ou variagdes instrumentais
ocorrem em ambos, anulando-se mutuamente (VISENTAINER e FRANCO, 2006).

O padrao interno (PI) utilizado foi o heptadecanoato de metila. Este éster foi
escolhido como PI por nao ter sido identificado como componente da amostra de
biodiesel produzido. Além disso, € um composto estavel, permite a adicdo de uma
quantidade precisa na amostra e, principalmente, apresenta a resposta proxima
aos componentes encontrados no biodiesel produzido (VISENTAINER e FRANCO,
2006).

Para o céalculo da massa de acidos graxos presentes na amostra € necessario
utilizar fatores de corregcao para os ésteres, em relagao ao padrao interno (Pl).
Existem dois fatores para corrigir esta resposta diferencial, sendo estes o fator de
corregao experimental (FCE), cujo valor € determinado experimentalmente, e o
fator de corregéo tedrico (FCT), determinado teoricamente a partir do numero de
carbonos ativos (C*), ou seja, o numero de carbonos ligados a atomos de
hidrogénio (C-H).

Para o calculo do fator de correcao tedrico, primeiramente, definiu-se um
éster, que foi utilizado como referéncia, sendo que este éster recebe

arbitrariamente o valor da unidade. A partir disso, calcula-se a porcentagem
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massica de carbonos ativos do composto de referéncia (heptadecanoato de metila),

bem como do éster a ser determinado. Desta forma, tem-se a equacao 14:

FCT = Pr (14)
Py

Sendo que:

Pré a porcentagem massica de carbonos ativos do composto de referéncia
(estereato de etila);

Px é a porcentagem massica de carbonos ativos do composto analisado x.

Considerando o acido palmitico como exemplo, tem-se:

Para o composto de referéncia a MM csiereato de etitla= 312,50 g/gmol, sendo

que a massa de carbonos ativos (Massa de C*) = 228,20 g/gmol. Assim, para a
massa molar de 312,50 g/gmol do composto de referéncia (100%), a porcentagem
de carbonos ativos (228,20 g/gmol) neste composto correspondera a 73,03%.

Para o acido palmitico a MMcido paimiico = 284,48 g/gmol, sendo que a
massa de carbonos ativos (Massa de C*) = 204,19 g/gmol. Assim, para a massa
molar de 248,48 g/gmol do acido palmitico (100%), a porcentagem de carbonos
ativos (204,19 g/gmol) no acido palmitico correspondera a 71,78%.

Portanto, o fator de corregéo tedrico sera obtido como na equacéao 15:

_ 73,03%
~ 73,03%

Repete-se o0 mesmo procedimento para o calculo do fator de corregao tedrico

FCT = 1,0174 (15)

dos outros componentes presentes na amostra. Além disso, de acordo com
Visentainer e Franco (2006), os componentes injetados sao ésteres
metilicos/etilicos e para converté-los para acido graxo € necessario calcular o fator
de conversao. O objetivo deste procedimento foi corrigir a resposta diferencial do
detector entre um éster metilico/etilico e o seu acido graxo correspondente. Para
isso, utilizou-se a relacao da equacao 16:
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FCEA MMéster
= 16
MMacido graxo (10)

Sendo que:

MNMester é a massa molar do éster metilico/etilico (g/gmol);
MMacido graxo é a massa molar do &cido graxo (g/gmol).
Fcr4 é o fator de conversao de éster metilico/etilico para acido graxo.

A partir da determinacgao destes parametros foi possivel calcular a massa de
acido graxo na amostra, bem como a massa de éster metilico/etilico. Assim, para o

calculo da massa de acido graxo na amostra utilizou-se a relagdo da equagéao 17:

Mx — Ax.Mp .Fcr (17)
* T T4 Ma

Sendo que:

M é a massa do 4cido graxo x na amostra analisada de lipidios totais (mg/g);
M,, é a massa do padr&o interno (mg);

M, é a massa de lipidios totais (g);

A, é adreano cromatograma relativa ao acido graxo x na amostra analisada;

A, é a area no cromatograma relativa ao padrdo interno na amostra
analisada;

Na determinacéo da quantidade de éster obtida, o fator F'icg4 é omitido da
equacao (17), visto que este é o fator de converséo de ésteres a acido graxo. Nas
reagdes in situ, o valor de M foi igual a massa de biomassa utilizada na reagéo.

Obteve-se, assim, a massa de éster produzido por grama de biomassa seca (mg

de éster/g biomassa). Para as reagbes em que se utilizou o 6leo extraido, o valor
de M ,foiigual a quantidade de 6leo analisada. Obteve-se, assim, a massa de éster

produzido por grama de 6leo (mg de éster/g de 6leo).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo da Microalga — Chlamydomonas reinhardtii em escala de bancada
e avaliagao dos parametros de cultivo

Primeiramente, foi realizado um estudo em escala de bancada para o preparo,
cultivo e a manutencao dos inéculos. No laboratério foi realizado um meio padréao
denominado como MC e um meio TAP, conforme descrito no capitulo anterior. O
crescimento do cultivo foi monitorado pela turbidez. Este parametro foi determinado
por meio de uma curva padrao, turbidez conforme Anexo (A1)

Para a microalga Chlamydomonas reinhardtii foram testados dois meios de
cultivo diferentes propostos na literatura para microalga (WATANABE, 1960; DEL
CAMPO e PATINO, 2013). No cultivo em escala de bancada foram avaliadas as
melhores condi¢des de crescimento de biomassa algacea frente a cada meio.

De forma geral, o meio que apresentou a melhor produtividade apds a fase de
adaptacao, no periodo de 1-15 dias, foi o meio TAP, conforme pode ser observado

na curva de crescimento da figura 12 e Tabela 7 apresentadas abaixo:

Curva de crescimento

0,700

—®— Meio MC —@— Meio TAP
0,600 \
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Figura 12 - Curva de crescimento entre os dois meios MC e TAP
Fonte: Autor, (2016)
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Tabela 7- Produtividade (g.L".dia"') da microalga Chlamydomonas
reinhardtti cultivada com meio MC e meio TAP.

Intervalo (dia) Meio MC Meio TAP
1-2 0,113 0,119
2-3 0,116 0,126
3-4 0,128 0,138
4-5 0,147 0,155
5-7 0,156 0,214
7-8 0,211 0,304
9-12 0,323 0,385

12-15 0,557 0,646
17 -19 0,519 0,538

Fonte: Autor, (2016).

Os resultados indicam que as maiores taxas de crescimento de
Chlamydomonas reinhardtii ocorreram nos dias de cultivo 12° ao 15°. Da mesma
forma que a produtividade, a taxa de crescimento também apresentou valores
maiores quando cultivada no meio TAP.

Apos este periodo a curva diminui porque devido a degradacéo natural das
clorofilas ocorre a morte celular.

Resultados parecidos utilizando a mesma dindmica de crescimento foram
encontrados por Mou et al, (2012) e Villela (2014), quando cultivaram
Chlamydomonas reinhardtii em erlenmeyers, utilizando meios variados e também
o meio TAP como fonte de nutrientes, o pico ocorreu no 16° dos 24 dias de cultivo
e 4° dos 8 dias respectivamente.

A microalga cultiva por Villela (2014), C. reinhardtii transgénica, criada com
intuito de aumentar a producao de lipidios, acelerou o crescimento da espécie,
visando a producdo de biocombustiveis. A espécie em questdo apresentou
crescimento em oito dias, aproximadamente metade do observado neste trabalho,
entrando em fase exponencial e estacionaria apos trés dias de cultivo, reduzindo

sua taxa de crescimento apos seis dias de cultivo.
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Devido ao melhor resultado obtido na produtividade de Chlamydomonas
reinhardtii com o meio de cultivo TAP (0,646 g.L™"), este foi utilizado como meio de
cultivo unico na produgdo de biomassa algacea, necessaria para a fase
experimental de extracao de lipidios e producéo de biodiesel.

Observa-se que tanto a produtividade quanto a taxa de crescimento da
biomassa algacea manteve-se em ascensao devido ao fato das condi¢cbes de
cultivo terem sido controladas, atingindo assim o objetivo esperado para este
trabalho.

Porém, estes resultados ndao excluem a possibilidade de o cultivo de
microalgas ser realizado em ambientes naturais, sem controle de temperatura e
iluminacgéao, pois para um sistema em grande escala tais controles poderiam elevar

o custo de producgao de forma relevante.

5.2 Recuperacgao e Secagem da Biomassa

Trabalhos de alguns autores citam a centrifugagdo como um meio eficiente
para a recuperagao de microalgas. (MOLINA GRIMA et al., 2003; SCHENK et al.,
2008). Porém encontra-se dificuldade quanto a recuperagéo € dada em escalas
maiores das algas cultivadas em bancada. A inviabilidade vem do porte das
centrifugas que em sua maioria sdo pequenas (BAUMGARTNER, 2013).

Assim, a adicdo de floculantes, como o catibnico TANFLOC SG, descrito
neste trabalho podem promover a separagao da biomassa.

A adicdo do floculante fez com que as células em suspensao se
aglomerassem e decantassem, possibilitando que o excesso de agua fosse
retirado, devido a este ser de origem organica, possibilitou a agua retirada conter
grande quantidade de microalga viva, desta forma o reaproveitamento foi possivel,
adicionando-se novamente o meio de cultivo. A adicdo do floculante promove maior
recuperacao celular, com menor perda de células.

O uso de floculantes organicos é indicado, por apresentarem menor custo na
recuperacao e menor contaminagao das amostras.

Quanto ao rendimento da biomassa Chlamydomonas reinhardtii, pode-se
considerar o resultado satisfatério (0,646 g.L-") de biomassa seca. Cavalcanti et al.,

(2014) encontrou resultados proximos para Chlorella.
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5.3 Teor de Clorofila da biomassa de Chlamydomonas reinhardtii

Segundo Lourenco (2006) a clorofila a € o principal pigmento de fotossintese,
enquanto que outras clorofilas sdo consideradas pigmentos acessorios, de modo
que podem ou nao estar em conjunto a clorofila a.

O teor de clorofila € uma resposta da absorcdo da luz em funcdo da
fotossintese. Ele fornece uma indicagdo de saude do cultivo, uma vez que as
células danificadas tendem a descolorir (TAMBURIC et al., 2011).

Através da analise em espectrofotdmetro foi possivel a obtencao do teor de
clorofila da biomassa de Chlamydomonas reinhardtii, conforme os valores

apresentados na tabela 8.

Tabela 8 - Resultado da Analise de Teor de clorofila

Descrigao mg.L"
Clorofila a 21,188
Clorofila b 32,948
Clorofilaa + b 54,136

Fonte: Autor, (2016)

Depois do carbono, o nitrogénio € o nutriente mais importante para a
produgdo de biomassa. Respostas tipicas a limitagdo de nitrogénio sédo a
descoloragao da célula (diminuigdo das clorofilas e aumento dos carotenoides) e o
acumulo de carbono orgéanico na forma de polissacarideos e lipidios (BECKER,
1994).

O alto teor de clorofilas a e b esta diretamente relacionada ao baixo teor de
lipidios. Em meios de cultivo onde o nitrogénio esta presente o teor de clorofila
tende a aumentar (BECKER, 1994 e SIAUT et al., 2011).

Valores préximos a este estudo foram encontrados na literatura Lan et al.,
(2013) 37,50 mg.L" de teor de clorofila quando a microalga Chlamydomonas
reinhardtii foi exposta a luz artificial na intensidade de 900 Ix, assim foi possivel
verificar que a clorofila extraida neste estudo € equivalente aos estudos realizados

por outros autores.
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5.4 Determinacdao de Proteinas e Carboidratos Totais da biomassa de
Chlamydomonas reinhardtii

A determinacéao de proteinas e carboidratos da biomassa de Chlamydomonas
reinhardtti foi realizada pela metodologia descrita pelo (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985) e os resultados estdo descritos na Tabela 9.

Becker, (1994), Choi; Nguyen e Sim, (2010); Diaz et al., (2014) analisando
Chlamydomonas reinhardtii encontram valores significativos de teor de proteinas e

carboidratos em peso seco nos cultivos em condigdes controladas.

Tabela 9 - Resultado da Analise de Teor de Proteina
Chlamydomonas reinhardtii % peso seco

Proteinas 29,39

Carboidratos 14,92
Fonte: Autor, (2016)

A variacao nos resultados € determinada pelo que se espera de cada estudo,
Cakmak et al., (2014) por exemplo, com C. reinhardtti (CC-124 e CC-125) sob
privagao de nitrogénio e fésforo no meio de cultivo, observaram redugéo do teor de
proteinas totais em ambas as cepas cultivadas em meio TAP sem nitrogénio,
comparado ao cultivo realizado com presenca deste nutriente, e Choi; Nguyen e
Sim, (2010) também tiveram resultados significativos de carboidratos em seu
estudo quando o objetivo era a produgéo de etanol.

Os resultados obtidos pelos autores citados corroboram com os deste
trabalho, demonstrando assim, que os nutrientes utilizados para o meio de cultivo,
transforma-se em substancia de reserva energética, como carboidratos e lipidios,
portanto, alteracbes nas condigdes de cultivo, podem ser interessantes para a
produgdo em maior escala e viavel economicamente, principalmente, substancias

energéticas destinadas a produgao de biocombustiveis.
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5.5 Extrato etéreo para obtencgao de lipidios da biomassa de Chlamydomonas
reinhardtii

Pelo método Sokhlet — (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) a biomassa de
Chlamydomonas reinhardtii foi analisada e extraindo-se o extrato etéreo descrito
na Tabela 10.

Na extracdo etérea da biomassa para obtencido de lipidios foi utilizado um
solvente polar — Eter, nesta reacdo devido as moléculas de lipidios serem apolares
e nao se ligarem com facilidade as do solvente, sua liberagao torna-se mais dificil,

indicando percentuais mais baixos de lipidios.

Tabela 10 - Resultado da Analise de Extrato Etéreo
Solvente Método % peso seco

Eter Sokhlet 3,22%
Fonte: Autor, (2016)

El-Sheekh e Hamouda, (2016), em seu estudo de eficiéncia de solventes e
meétodos de extragao, utilizaram como solvente polar isopropanol em uma mistura
com hexano na proporgao 1:1 onde também houve obtengdo de percentuais mais

baixos de lipidios com este tipo de solvente.1
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5.5.1 Teor lipidico da biomassa de Chlamydomonas reinhardtii

Na extracdo pelo método de Bligh e Dyer (1959) adaptado por Ryckebosch,
Muylaert e Foubert (2012) da biomassa para obtengao de lipidios foi utilizado um
solvente apolar — Cloroférmio, nesta reacado como as moléculas de lipidios também
sdo apolares a ligagdo com o solvente é facilitada, obtendo-se assim maiores
percentuais de lipidios.

O resultado encontrado através deste método esta disposto na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultado da Analise de Teor Lipidico
Solvente Método % peso seco

Cloroférmio Bligh e Dyer 4,03
Fonte: Autor, (2016)

Corroborando com esta informagao EI-Sheekh e Hamouda, (2016), em seu
estudo de eficiéncia de solventes e métodos de extracao, utilizaram como solventes
apolares uma mistura de Cloroférmio:Metanol na proporgéo 1:1 onde foi possivel

observar o aumento no percentual de lipidios extraidos com este tipo de solvente.

5.6 Reagao in situ - Reagao de Esterificagido do Oleo de Microalgas

A tabela 12 apresenta a quantidade total de ésteres etilicos produzidos a
partir da biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii em mg de éster/g de
biomassa, onde os melhores resultados foram obtidos na temperatura de 60° C nos
tempos de 30 minutos 1,504 mg de éster/g de biomassa, 1,518 mg de éster/g de
biomassa em 45 minutos e 60 minutos 1,509 mg de éster/g de biomassa.

Tabela 12 - Quantidade de ésteres obtidos

Tempo (minutos)

15 30 45 60

Temperatura (°C) N _ _ _
mg de éster/lg mg de éster/lg mg de éster/lg mg de éster/g

de biomassa de biomassa de biomassa de biomassa

30 0,065 0,071 0,073 0,436
45 0,030 0,321 0,413 0,394
60 0,601 1,504 1,542 1,509
75 0,022 0,337 0,610 0,490

Fonte: Autor, (2016)
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A partir dos resultados obtidos nas reagbes in situ, para a microalga
Chlamydomonas reinhardltii, foi possivel observar que as maiores quantidades de
ésteres em mg/g de biomassa ocorreram na temperatura de 60 °C nos tempos de
reacao de 45 minutos. O mesmo resultado podemos observar na Figura 13 em que
temos a quantidade de éster obtido por grama de biomassa versus a temperatura.
Pela analise descritiva observa-se que a maior quantidade de éster produzida foi
para a temperatura de 60 °C, independentemente do tempo de reacdo as maiores

quantidades foram obtidas nesta temperatura.

1,8

7] 15min [ 30 min
1,6 [0 45 min = 60 min

14}

121

101

mg de éster/g de biomassa

0,8+

0,6 _
04| —

02| =

I i —

30

Temperatura (°C)

Figura 13 - Concentragao de éster obtido nos diferentes tempos e

temperaturas da reagao
Fonte: Autor, (2016)

O resultado obtido para o perfil de ésteres produzidos nas reagdes é
apresentado na Tabela 13. De maneira geral, destaca-se a elevada concentragao
de C15 e C16 em todas as temperaturas de reacdo. Assim, espera-se que 0
biodiesel produzido a partir do éleo desta microalga apresente maiores estabilidade
oxidativa e numero de cetano (RAMOS et al., 2009), além de menor viscosidade, e
em relacdo as propriedades de fluxo a frio torna-se dificil definir qual seria a
tendéncia, pois o perfil apresenta-se mais saturado e com poucos ésteres de baixo
peso molecular (cadeia menor).
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Tabela 13 -% de perfil de ésteres etilicos obtidos (média)

Temperatura de reagao (°C)

Esteres 30 25 60 -5
C11 0,25 0,41 1,20 1,19
C12 0,35 0,00 0,30 0,33
C14 1,54 3,38 4,81 7,16
Cc15 15,31 12,57 10,28 10,31
C16 76,97 58,21 64,05 56,79
C17 0,79 4,06 2,66 4,91
C18 0,76 2,14 5,77 4,97
C20 4,09 19,23 10,99 14,35

Fonte: Autor, (2016)

Com excecdo aos rendimentos em ésteres obtidos a 75 °C, nas demais
condicbes o aumento da temperatura leva a um aumento nos rendimentos em
ésteres. De acordo com Baumgartner, (2013) nas reagdes in situ com biomassa
algacea, a producdo de ésteres pode passar por um maximo seguido de uma
diminuicao e estabilizacdo com o tempo de reacdo, indicando que outras reacdes
ocorrem, além da reacao de transesterificagao/esterificacao acida.

A reacao para a formacao de ésteres via catalise acida é reversivel, contudo,
a quantidade de alcool em excesso tende a limitar a reacao reversa, deslocando o
sentido da reagao para a formacao dos produtos, mas nestas condi¢des de reacio
in situ, em que triacilglicerideos, agua, alcool e catalisador acido estdo juntos em
um mesmo sistema, as reagdes secundarias, como a hidrolise dos trialcilglicerideos
juntamente com a hidrdlise dos ésteres produzidos, podem estar acontecendo.

Na reacgao de hidrolise dos triacilglicerideos, di- e monoacilglicerdis e acidos
graxos livres sdo formados e na reacao de hidrélise dos ésteres, acido carboxilico
e alcool sao produzidos (BRUICE, 2006). Até que este equilibrio seja atingido no
sistema, a cinética de reacao de esterificagao sofre alteracées em funcéo do tempo,
como pode ser visto mais especificamente na temperatura de 75 °C (60 min)
(BRUICE, 2006; PISARELLO et al., 2010).
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A partir dos resultados obtidos foi realizada uma analise estatistica, sendo
que a analise de variancia, Teste de Tukey indicaram que as maiores quantidades

de massa de éster produzida foram na temperatura de 60 °C Figura 14.
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Figura 14 - Média e desvio da média das concentragoes de ésteres para as

diferentes temperaturas de reagao — Analise de Variancia
Fonte: Autor, (2016)

A adicdo de solvente no processo, de acordo com Xu e Mi (2011), é
imprescindivel para o para o sucesso da transesterificacao in situ.

O processo de transesterificacdo/esterificagcdo in situ demonstrou ser
promissora a producao de biodiesel, principalmente porque mesmo em baixas
temperaturas, e com pouco tempo de reagdo, consegue-se identificar ésteres
etilicos. Assim sugere-se o desenvolvimento desta tecnologia, para torna-la viavel
e competitiva em relacdo as abordagens existentes e/ou as mais recentes, dentro
da industria de combustiveis renovaveis (HAAS e WAGNER, 2011).

A partir do teste de Tukey aplicado aos rendimentos em ésteres nas reagdes
in situ, pode-se observar que os melhores rendimentos foram obtidos a 60 °C,
durante 30, 45 e 60 minutos. Estes resultados sé&o apresentados na Tabela 13.

A reacéo, foi crescente nas temperaturas de 30, 45 e 60 °C. Para as reacdes

realizadas a 75 °C se mostrou menos eficaz e crescente.
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Pode ser observado que nas reagdes in situ com a biomassa algacea (Figuras
13 e 14), a produgéo de ésteres passa por um maximo seguido de uma diminuigéo
e estabilizacdo com o tempo de reagao. Isto indica que outras reagdes ocorrem,
além da reacdo de transesterificagéo/esterificacéo acida. E conhecido que a reacéo
para a formacao de ésteres via catalise acida é reversivel, porém, a quantidade de
alcool em excesso tende a limitar a reacao reversa, deslocando o sentido da reacéo
para a formacao dos produtos (Figura 2). Porém, nestas condi¢cdes de reacédo, em
que se tem triacilglicerideos, agua, alcool e catalisador acido num mesmo sistema,
as reagdes secundarias, como a hidrélise dos trialcilglicerideos juntamente com a
hidrélise dos ésteres produzidos, podem estar acontecendo. Na reacao de hidrdlise
dos triacilglicerideos, di- e monoacilgliceroéis e acidos graxos livres sao formados,
enquanto na reacdo de hidrolise dos ésteres, acido carboxilico e alcool sao
produzidos. Até que este equilibrio seja atingido no sistema, consequentemente, a
cinética de reacao de esterificacdo sofre alteracdes em funcdo do tempo, como
pode ser visto claramente no comportamento das reagdes realizadas neste trabalho
(Figuras 13 e 14) (BRUICE, 2006; PISARELLO et al., 2010).
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6. CONCLUSAO

Chlamydomonas reinhardtii cultivada com meio TAP, sob condicbes
controladas fez com que se obtivesse uma significativa produtividade se comparado
com o meio MC.

Na recuperagdo da biomassa da solugado, a adi¢gado de floculante catiénico
Tanfloc, possibilitou maxima recuperacdo da biomassa celular, este processo é
eficaz e também mantém a biomassa limpa, sem contaminagao quimica por parte
do floculante, uma vez que este é organico.

Na extracao do 6leo, foi observado que, a polaridade do solvente € um fator
que pode ter ocasionado a variagao na quantidade de lipidios totais extraidos por
grama de amostra de microalga.

Nas reagdes in situ os melhores rendimentos foram conseguidos a
temperatura de 60 °C nos tempos de reacédo de 30 e 60 minutos.

A produgao de ésteres etilicos a partir do 6leo da biomassa de microalgas, via
a reacao in situ apresentou-se mais vantajosa devido a reducdo de custos
relacionados ao tempo de reagdo e ao uso de solventes quando comparada ao
processo de extragao e/ou purificagdo do 6leo, sendo evidenciados na reacgao in
situ elevados rendimentos em ésteres.

O rendimento do teor lipidico e da quantificacdo de ésteres de
Chlamydomonas reinhardtii, através da extracdo de lipidios e reagdo in situ
respectivamente por ser uma fonte renovavel, apresenta neste estudo potencial
para a producao de biodiesel, evidenciando a importancia do desenvolvimento de

novos trabalhos, na linha de pesquisa do respectivo trabalho.
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Grafico 1 — Curva de calibracdo de Chlamydomonas reinhardtii
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