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RESUMO

Devido ao aumento populacional e a rapida industrializacdo, ocorreu um aumento
significativo no uso de derivados de petrdleo. Na mesma rapidez que se deu o uso de
combustiveis fosseis, aumentou também o conhecimento sobre os impactos ambientais que
eles geravam, como por exemplo, o aquecimento global e as chuvas acidas. Além da
questdo ambiental, esses combustiveis sdo limitados e com previsdo de esgotamento. Desse
modo, a busca por fontes alternativas de energia é extremamente importante. Nesse
contexto, independente da alternativa a ser adotada é de fundamental importancia aumentar
a participacdo das fontes renovaveis e ambientalmente limpas, podendo-se destacar o
biodiesel. A busca por novas matérias-primas para a producdo de biodiesel tem sido
destaque durante os Ultimos anos, sendo as microalgas consideradas potencialmente Uteis
para esse processo. Esses microrganismos fotossintetizantes utilizam energia solar
associada com agua e gas carbbnico para produzir biomassa, capaz de ser transformada em
energias disponiveis, como na forma de biodiesel. Desta forma, foi estudado o cultivo de
microalgas da espécie Poterioochromonas malhamensis em meio M-8 modificado,
utilizando cultivos com e sem suplementacdo de micronutrientes em um reator de placas
planas de 10 L a uma vazao de didxidos de carbono de 8%. Foi quantificado a quantidade
de clorofila a e b e carotenoides pelo métodos UV-VIS utilizando metanol como solvente,
e foram testadas diferentes técnicas com diferentes solventes na obtengdo de lipidios
brutos. Em seguida, foi elaborado um planejamento experimental Box-Behnken, com 3

niveis e 3 fatores (temperatura e quantidade de catalisador e solvente), para se obter a



maior quantidade de biodiesel e de acidos graxos utilizando a biomassa seca resultante do
cultivo. Como resultado, foi obtido um cultivo de ultra alta densidade com
aproximadamente 17,50 gL de biomassa, 191,837 pg mL™* de clorofila a, 230,285 ug mL"
! de clorofila b e 34,938 pug mL™* de carotenoides com a suplementagio de micronutrientes.
O rendimento lipidico obteve o melhor resultado utilizando a técnica com o soxhlet com
12,642 g de lipidios por g de biomassa, contudo a utilizacdo da extracdo por fluido
supercritico obteve um melhor resultado na composicdo dos ésteres, com uma maior
quantidade de &cidos saturados. No processo de transesterificacdo in situ houve uma
pequena diferenca no rendimento quando utilizado o solvente metanol e etanol, porém
quando analisado o FAME, o alcool metilico alcancou o maior rendimento a 65°C no
tempo de 240 minutos com 5,8 g de ésteres por g de biomassa seca. No planejamento
experimental para o biodiesel, obteve como melhor rendimento nos parametros de 90°C,
0,45 mL de HCI e 0,25 mL de solvente metanol, obtendo um rendimento de 22 g de
biodiesel por g de biomassa seca. Contudo, para o planejamento experimental com resposta
em FAME obtivemos 0s pontos centrais como melhores valores de catalisador, volume de

solvente e temperatura (0,25 mL; 2,5 mL e 65°C).
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ABSTRACT

Due to population growth and rapid industrialization, there has been a significant
increase in the use of petroleum derivatives. Alongside the rapid adoption of fossil fuels,
there has also been a heightened awareness of the environmental impacts they generate,
such as global warming and acid rain. In addition to environmental concerns, these fuels
are finite and projected to deplete. Thus, the quest for alternative energy sources is
paramount. In this context, regardless of the alternative adopted, it is crucial to increase the
contribution of renewable and environmentally friendly sources, with biodiesel standing
out. The search for new raw materials for biodiesel production has been prominent in
recent years, with microalgae considered potentially useful for this process. These
photosynthetic microorganisms utilize solar energy, along with water and carbon dioxide,
to produce biomass capable of being converted into available energies, such as biodiesel.
Consequently, the cultivation of microalgae of the species Poterioochromonas
malhamensis was studied in a modified M-8 medium, with cultures conducted both with
and without micronutrient supplementation in a 10 L flat-plate reactor at a carbon dioxide
flow rate of 8%. The quantities of chlorophyll a and b, as well as carotenoids, were
quantified using UV-VIS methods with methanol as the solvent. Various techniques with
different solvents were tested for the extraction of crude lipids. Subsequently, a Box-
Behnken experimental design, encompassing three levels and three factors (temperature,
catalyst quantity, and solvent), was employed to maximize the yield of biodiesel and fatty

acids from the resultant dry biomass obtained from the cultivation process. As a result, an
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ultra-high-density culture was achieved, with approximately 17.50 gL-1 of biomass,
191.837 pug mL* of chlorophyll a, 230.285 pug mL™ of chlorophyll b, and 34.938 pug mL™*
of carotenoids with micronutrient supplementation. The lipid yield obtained the best result
using the soxhlet technique, with 12.642 g of lipids per g of biomass. However, the
utilization of supercritical fluid extraction yielded better results in terms of ester
composition, with a higher quantity of saturated acids. In the in situ transesterification
process, there was a slight difference in yield when using methanol and ethanol as solvents.
Still, methanol achieved the highest yield in terms of FAME (fatty acid methyl esters) at
65°C for 240 minutes, with 5.8 g of esters per g of dry biomass. In the experimental design
for biodiesel production, the optimum parameters were found to be 90°C, 0.45 mL of HCI,
and 0.25 mL of methanol solvent, yielding 22 g of biodiesel per g of dry biomass.
However, for the experimental design targeting FAME, the central points were identified
as the optimal values for catalyst, solvent volume, and temperature (0.25 mL, 2.5 mL, and
65°C, respectively).

Keyword: microalgae, biodiesel, in situ reaction and photobiorectors.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

Com a ecloséo da revolucéo industrial, gerando a intensificacdo da industrializagéo e
urbanizacdo dos centros, ocorreu também o impulsionamento nos transportes. Dessa
forma, a liberagéo de certos gases, fizeram com que houvesse um aumento no efeito estufa.
Esse aumento faz com que a temperatura da terra se eleve, contribuindo para o incremento
dos fendbmenos climéaticos extremos (tufdes e furacdes), derretimento das calotas polares,
aumento do nivel do mar, alteragdo na distribuicdo das chuvas, secas regionais, entre
outros (OTT, 1995; ESCOBAR et al., 2009). Com o propdsito de encontrar solucfes para a
diminuicdo/eliminagdo do CO> excedente na atmosfera, pesquisadores do mundo inteiro
buscam alternativas para a substituicdo na utilizacdo dos combustiveis fosseis, uma vez
que além do impacto ambiental projec6es indicam seu esgotamento nos préximos 50 anos.
Nesse cenario surge as fontes de energias limpas e renovaveis, sendo 0s biocombustiveis
uma delas (VIAN, 2006; BAJPAI et al., 2009).

Os biocombustiveis podem ser categorizados em primarios e secundarios. Os
biocombustiveis primarios sdo os que utilizam a biomassa inalterada (ndo processada),
como por exemplo lenha, residuo florestal, gordura animal. Esses biocombustiveis sdo
conhecidos também apenas como biomassa, e usualmente utilizados para agquecimento,
cozimento ou eletricidade. Os biocombustiveis produzidos por meio do processamento da
biomassa séo definidos como secundérios, dentre eles estdo o carvao, bioetanol, biodiesel e
biogas. Dependendo da matéria prima utilizada e de sua tecnologia, os biocombustiveis
secundarios sdo divididos em biocombustiveis de primeira, segunda e terceira geracao
(SINGH & SINGH, 2008).

Os biocombustiveis de terceira geracdo sdo aqueles elaborados a partir de algas e
ervas daninhas do mar (SHARMA et al., 2019). Os biocombustiveis e bioprodutos
produzidos a base de microalgas possuem grande potencial para a substituicdo dos
combustiveis fosseis e, portanto, tém futuro promissor devido a producdo de energia verde
sustentavel. Estima-se que as microalgas mais eficientes cultivadas em foto-biorreatores
otimizados podem produzir 19.000 a 57.000 litros de 6leo de algas por acre por ano
(DEMIRBAS, 2010). Outra vantagem da cultura de microalgas, é poder ser cultivada em

areas inadequadas para o cultivo dos biocombustiveis de primeira e segunda geracao, como



por exemplo esgotos e aguas residuais, minimizando os impactos e competi¢fes no uso da
agua doce e das terras araveis, a ndo concorréncia com a alimentacéo, aproveitamento dos
coprodutos para a alimentacdo animal e utilizacdo como fertilizantes. Porém, a
desvantagem é seu alto custo operacional (SOH & ZIMMERMAN, 2011; SHARMA et al.,
2019).

Nesse contexto, é de extrema importancia encontrar um método de extra¢do do 6leo
das microalgas que seja confidvel, reprodutivel, de baixo valor, objetivando a producéo de
lipidios em ampla escala para que posteriormente sejam utilizados no preparo do biodiesel
(DU et al., 2015). Além do método convencional de transesterificacdo do 6leo extraido, ha
poucos estudos na literatura relacionados ao uso de microalgas como matéria-prima para a
producdo de biodiesel utilizando extracdo em estagio Unico (in situ) (NAUTIYAL et al.,
2014).

As poucas investigagOes realizadas utilizando a microalga Poterioochromonas
malhamensis envolvem sua acdo antimicrobiana (SCHUELTER et al., 2019), seu potencial
de ultra densidade relacionado a sua biomassa de acordo com o biorreator utilizado
(HINTERHOLZ et al., 2019), sua capacidade de pastoreio de outras microalgas (ZHANG
& WATANABE, 2001; ZHANG et al., 2008) e sua acdo toxica quando presente em
cultivos com a rotifera Brachionus angularis (BOXHORN et al., 1998). Logo, ndo foram
encontrados registros da sua exploracdo em cultivo para a finalidade de extracdo de

bioprodutos e de mesmo modo para o desenvolvimento de biocombustiveis.

1.2 OBJETIVO GERAL

Otimizar as condicdes de crescimento da microalga Poterioochromonas
malhamensis, analisar técnicas de extracdo de lipidios e verificar os melhores parametros

para 0 processo de transesterificagéo in situ para producao de biodiesel.

1.2.1 Objetivos especificos

« Auvaliar o crescimento da microalga Poterioochromonas malhamensis em reator de
10L de placas planas com meio de cultivo M-8, e os efeitos da adicdo extra de
micronutrientes sob a concentracdo de biomassa, taxa de crescimento especifico e
teor de lipideos e pigmentos com o auxilio da analise de variancia — ANOVA, Teste

Tukey;



» Caracterizar a biomassa da microalga Poterioochromonas malhamensis;

» Determinar o melhor processo de extracdo de lipidios, visando a obtencdo da maior
quantidade de lipidios totais e acidos graxos;

* Realizar um planejamento estatistico experimental Box-Behnken Design,
considerando-se as variacdes dos fatores catalisador, temperatura e solvente sobre a

transesterificagéo in situ;



CAPITULO 2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MICROALGAS

A expressdo alga na ficologia denomina-se todos os organismos clorofilados que nédo
possuem um talo distinto de folhas, caules e raizes (CROFT et al., 2006; LEE, 2008), esse
termo foi apresentado por Lineu em 1753, no seu trabalho titulado Species plantarum
(BICUDO & MENEZES, 2006). Por ndo existir essa distincdo deixaram de ser
classificadas como um sub-reino primitivo no reino das plantas (HUTCHINSON, 1961).

As algas apresentam extrema importancia por serem o primeiro elo da cadeia
alimentar aquéatica (FALKOWSKI & RAVEN, 2013). Estima-se que existem cerca de dez
milhGes de espécies de algas, sendo grande parte microscopicas (GUALTIERI &
BARSANTI, 2006; KWIETNIEWSKA et al., 2012). Conforme Oliveira (2013) as
microalgas constituem-se essencialmente de lipidios, carboidratos, proteinas e vitaminas.

De acordo com Olaizola (2003) para as algas serem reconhecidas como microalgas
elas devem ser microscopicas. Podendo ser do tipo eucariontes (algas verdes ou clorofitas)
ou procariontes (algas azuis, cloroxibactérias, cianobactérias ou ciandfitas) (TORTORA et
al., 2000; BARSANTI et al., 2008). Elas também podem ser classificadas em autotréficas,
quando utilizam compostos inorganicos, e heterotroficas quando utilizam os compostos
organicos (SCHULZE et al., 2014), e mixotroficas quando utilizam ambos 0s compostos
(NELSON & COX, 2014).

Séo seres fotossintetizantes que usam a luz solar para a formagéo de metabolitos (YU
et al., 2015). Os fitoplancténicos produzem 46,2% da fotossintese realizada anualmente,
embora sua biomassa constitui apenas 2% das biomassas capazes de realizar esta operacao
no planeta (FIELD et al., 1998).

Em razdo da presenca de clorofila, as microalgas apresentam coloragdo verde,
contudo, com o processo de endossimbiose surgiram outros tipos de algas, com coloragdes
variando do vermelho ao marrom. 1sso acontece devido a presenca do pigmento xantofila,
que se sobrepde a clorofila dando origem a outras cores (BALDAUF, 2008).

O talo das microalgas € a sua base vital e pode ser encontrado na forma unicelular,
colonial, cenobial, filamentoso e sifonoso (GUALTIERI & BARSANTI, 2006). A forma
colonial é um agrupamento extremamente estruturado de células distintas que se

encontram interligadas. O talo na forma cendbio detém da mesma quantidade de células



durante toda sua vida. O filamentoso é estruturado por redes de células irmas unidas pela
parede celular, se multiplicando perpendicularmente ao axis. J4 o talo sifonoso é
unicelular, multinucleado e constitui num filamento tubular que ndo dispde de parede
celular transversal (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014).

Segundo Lubiana (2014) as microalgas podem se desenvolver em solo em
combinagdo com organismos do reino Fungi, além de serem encontradas em ambientes
aquatico salino e doce. Elas podem apresentar vasta tolerancia a alteracdo de concentracao
de O., CO, temperatura, turbidez e radiagio (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014).
Segundo Lourengo (2006) suas reproducGes podem ocorrer de forma sexuada e/ ou

assexuada.

2.1.1 Classificacdo

Woese e colaboradores (1990) classificaram as microalgas em trés dominios,
Eucarya, Archaea e Bacteria. Elaboraram os dominios utilizando as estruturas e sequéncias
moleculares, visto que, frequentemente sdo mais reveladores de relac@es evolutivas do que
os fendtipos cléssicos, principalmente quando os seres tratados s&o 0s microrganismos.

Segundo Pires (2017) atualmente encontra-se varios pesquisadores tentando
categorizar as classes das microalgas. Essa classificacao esta sendo feita de acordo com sua
pigmentacdo, reproducao, estruturas celulares, ciclo de vida, entre outros.

De acordo com Ohse e colaboradores (2007) as microalgas mais importantes podem
ser separadas em quatro classes: Diatomaceas, Cianobactérias, algas verdes, algas
douradas.

» As Diatoméaceas (Bacillariophyceae) possuem coloracao entre 0 marrom e o amarelo,
atualmente tem em média 100 mil espécies. Sdo encontradas principalmente nos
oceanos, mas podem ser encontradas em agua doce e salobra. Possuem paredes
impregnadas com silica polimerizada em sua estrutura, e acumulam carbono na
forma de lipidios ou carboidratos.

» As Cianobactérias (Cyanophyceae) séo algas que possuem sua organizacdo celular
bem proxima as das bactérias e podem ser encontradas em quatro coloracGes (verde
azulada, castanho, violeta e vermelha). Ja foram encontradas cerca de 2 mil espécies,
sendo elas procarioticas. Acumulam amido e sdo conhecidas pela sua atuacdo na

fixacdo do nitrogénio na atmosfera.



« As Algas verdes (Chlorophyceae) sdo encontradas em agua doce, na forma de
colonia ou de seres unicelulares. Como estoque de energia produzem amido, contudo
podem reservar lipidios também. Sua reproducao ocorre de forma sexuada, esporos
assexuados e por divisao binaria.

+ Algas douradas (Chysophyceae) também conhecidas como algas pardas, podem ser
encontradas na cor marrom, amarelo e laranja. Atualmente séo conhecidas por volta
de mil espécies sendo a maioria encontradas em agua doce. Sua reserva energética é

na forma de lipidios e carboidratos.

2.1.2 Poterioochromonas malhamensis

A espécie de microalga Poterioochromonas malhamensis é um flagelado
mixotrofico, caracterizado por desempenhar um papel importante nos ecossistemas
plancténicos marinhos e de &gua doce, executando o pastoreio de bactérias e regenerando
nutrientes (SANDERS et al., 1990; ZHANG & WATANABE, 2001), sendo esse pastoreio
importante, pois controla o crescimento exacerbado das bactérias (MCKENZIE et al.,
1995). Sanders et al. (1990) relata ainda que, Poterioochromonas malhamensis, fixa
apenas 7% do carbono disponivel para realizacdo da fotossintese, sendo o restante obtido
do processo heterotréfico, ou seja, da utilizacdo de fonte organica com a alimentacdo de
bactérias.

Caracterizada como uma microalga marrom-dourada, também conhecida como
Ochromonas malhamensis, € unicelular, sem parede celular, que exibe um mecanismo
especial de regulacdo osmética (DEY & KAUSS, 1981). Os solutos osmoticos fazem com
que a célula encolha dentro de 1 a 3 minutos, e nas proximas 1 a 2 horas o volume celular
volta ao normal (SCHOBERT et al., 1972).

Possui célula ovoide a esférica, com uma depressao baixa na frente onde os flagelos
sdo inseridos (biflagelada) (Figura 1). Tem apenas um cromato6foro, que consiste em duas
partes alongadas conectadas por uma ponte. Pode ser pequeno e desbotado ou grande e
marrom dourado (PRINGSHEIM, 1952). Seu tamanho varia entre de 2 a 30 um, com um
flagelo comprido e um flagelo curto, sendo este Ultimo protegido por uma carapaca
quitinosa, possui também um ou dois cloroplastos e, ocasionalmente, um estigma
(ANDERSEN & WETHERBEE, 1992). A reproducdo dessas algas é assexuada por
divisdo celular durante o estagio movel (BOXHORN et al., 1998), como resultado, as

culturas dessa microalga exibem populagfes com a maxima homogeneidade genética, a



tornando uma boa opg¢do para avaliar os potenciais efeitos biologicos e de salde de
substancias quimicas (RODERER, 1986).

Essa linhagem de microalgas possui toxinas capazes de causar danos ao ambiente e a
alguns animais (REICH & SPIEGELSTEIN, 1964; HALEVY & AVIVI, 1968). Essa
toxidade foi relatada por Leeper & Porter (1995), quando ao cultivar o crustdceo Daphnia
ambiguaem juntamente com a P. malhamensis, sendo essa cultivada em meio fototrofico e
heterotrofico, identificaram que ao utilizar o processo heterotrofico, a microalga, produzia
toxinas, tornando o meio improprio para o cultivo do crustaceo, e quando utilizava o
processo fototréfico, a Daphnia ambiguaem era capaz de crescer e reproduzir. Hansen
(1973) observou que essa toxina impossibilita o crescimento bacteriano.

FIGURA 1 - Representacao da Poterioochromonas malhamensis.

FONTE: PRINGSHEIM (1952).

Chen e colaboradores (1994) em seus estudos relataram a presenca de um antiviral,
existente nos extratos obtidos da P. malhamensis, sendo possivel inibir a PTKpp60, uma
proteina que medeia os efeitos de fatores de crescimento e oncogenes na proliferacdo
celular.

Este organismo é capaz de usar varias formas de aquisi¢do de alimentos encontradas
em qualquer microrganismo. Particulas organicas sdo rapidamente captadas e digeridas nos
vacuolos dos alimentos, utilizando proteina, o amido e a gordura. As mesmas substancias
também sdo hidrolisadas fora do corpo. O processo de fotossintese faz com que a

Ochromonas viva por periodos longos quando em cultura pura, apesar de ndo ser suficiente



para fornecer todos 0s compostos organicos necessdrios para a multiplicacdo
(PRINGSHEIM, 1952). Sendo os agucares altamente favoraveis para o crescimento no
claro ou escuro (LUI et al., 1968) e a vitamina B12 sendo uma necessidade absoluta
(COATES & FORD, 1955).

Poterioochromonas malhamensis é apta a ingerir varios tipos de organismos,
oscilando de pico, nano e microplancton a algas moveis, englobando as cianobactérias
Synechococcus e Microcystis, o diatomacea Achnanthes, a crisomonad Uroglena e as algas
verdes Chlorella e Carteria. Ela é capaz de pastar algas duas a trés vezes maior que seu
proprio didmetro celular e aumentar em tamanho de 10 a 30 vezes o tamanho de uma
célula normal (Figura 2) (ZHANG et al., 1996).

A microalga P. malhamensis pode representar uma grande ameaca de contaminacao
para culturas de algas em massa de Chlorella (WANG et al., 2018), sendo considerada
como uma das microalgas mais utilizadas comercialmente em virtude da sua alta taxa de
crescimento e alto teor de lipidios (MILANO et al., 2016).

Segundo Rdéderer (1986) a alga unicelular Poterioochromonas malhamensis por ndo
possuir parede celular sdo relativamente frageis, e geralmente apresentam reacdes drasticas
aos efeitos de agentes toxicos, alterando sua forma ou até mesmo estourando ou
encolhendo, dependendo do tipo de agente toxico usado. Segundo ele, a morte celular de
células morfologicamente intactas é indicada pela perda instantdnea de espalhamento de

luz e parada do movimento flagelar.

FIGURA 2 - P. malhamensis em processo de ingestdo e digestdo da microalga Chlorella

sorokiniana.
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FONTE: MA et al. (2018).
2.1.3 Fotossintese oxigénica
As microalgas possuem um sistema de fotossintese extremamente analogo ao das

plantas superiores, transformando gas carbdnio, agua e nutrientes em oxigénio e biomassa,

na presenca de energia luminosa. Por estarem na maioria das vezes em meio liquido, ha



uma facilidade maior nessa transformacdo quando comparada aos vegetais, visto que 0s
reagentes (CO2, H20 e nutrientes) estdo mais acessiveis (LOURENCO, 2006). Essa pratica
¢ chamada de fotossintese oxigénica (RICHMOND, 2004; BRENNAN & OWENDE,
2010).

A fotossintese compreende reagdes diretamente e indiretamente ligadas a luz para a
producdo de energia e sintese de compostos. As reagdes metabdlicas diretamente ligadas a
energia luminosa podem ser nomeadas de fase clara, fotoquimica e rea¢fes luminosas. Ja
as indiretamente ligadas a luz, sdo chamadas de reacdes de assimilacdo de carbono, fixacao
de carbono ou fase escura, e constituem em reacOes posteriores as reacOes da fase
luminosa, em outras palavras, necessitam dos subprodutos gerados no decorrer da fase
clara (FIGURA 3) (RICHMOND, 2004; PELCZAR JUNIOR et al., 1996; NELSON &
COX, 2014).

FIGURA 3 - Resumo das reagdes no processo de Fotossintese.
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Reacoes
luminosas
NADP* NADPH
ADP + P; ATP
Reacdes de assimilacao
de carbono

Carboidrato Co,

FONTE: NELSON & COX (2014).

Em células eucarioticas fotossintéticas, tanto as reagdes dependentes de luz quanto as
de assimilacdo de carbono ocorrem nos cloroplastos (Figura 4). Eles sdo circundados por
duas membranas, uma membrana externa e uma interna, sendo que a primeira permeéavel é
as pequenas moléculas e ions. Os tilacoides sdo um compartimento interno com Varios

sacos achatados, envolvidos pela membrana interna, normalmente encontra-se empilhados.
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Embebidos nas membranas tilacoides estdo 0s pigmentos fotossintéticos e os complexos
enzimaticos que realizam as reagdes luminosas e a sintese de ATP. O estroma (a fase
aquosa delimitada pela membrana interna) contém a maioria das enzimas necessarias para
as reacoes de assimilacdo de carbono (NELSON & COX, 2014).

FIGURA 4 - Cloroplasto. (a) Diagrama esquematico. (b) Micrografia eletrénica em alto aumento.
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FONTE: NELSON & COX (2014).

2.1.3.1 Reag0es luminosas

As membranas dos tilacoides possuem cinco complexos principais: antenas para
absorcédo da luz (LHC I e LHC I1); fotossistema | (PS 1); fotossistema Il (PS I1); citocromo
b6/f e ATP sintase (RICHMOND, 2004).

Para gerar o redutor bioquimico (NADPH?>) e a energia quimica (ATP), é necessario
energia luminosa, visto que o processo de retirada de dois elétrons da molécula da agua, é
um processo demasiadamente desfavoravel (KIRK, 1994).

As clorofilas sdo os principais pigmentos encarregados na absor¢do da luz essencial
ao processo fotossintético. Destaque especial a clorofila a que absorve maior radiacédo
eletromagnética nos comprimentos de onda aproximadamente de 380 a 450 e 580 a 700
nm, e em segundo plano a clorofila b que absorve mais na faixa de 400 a 500 e 625 a 675
nm (Figura 5) (NELSON & COX, 2014). Todavia, a extensdo do espectro visivel varia de
400 a 700 nm, e a absorcdo de radiacdo eletromagnética distinta das realizadas pelas
clorofilas a e b, pode suceder-se por meio de outras estruturas compreendidas nos
cloroplastos (OOMS et al., 2016).
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FIGURA 5 - Absorcéo de luz visivel por fotopigmentos.
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FONTE: NELSON & COX (2014).

No Complexo do fotossistema I, uma molécula de agua é quebrada em um
complexo produtor de oxigénio (CPO), liberando O, e H* para o tilacoide, aumentando o
gradiente de pH entre o tilacoide e o0 estroma, e elétrons para o complexo CPO. Os elétrons
sdo transportados por 4 ions manganés até a tirosina, que 0s remete até o pigmento
clorofila (P680). Depois de receber os elétrons, o pigmento é reduzido, permanecendo em
uma forma estavel. Para suceder a oxidacdo do pigmento é necessario energia na faixa de
680nm, a qual pode ser obtida pela luz solar, e com essa absor¢cdo o pigmento fica em
estado excitado, liberando os elétrons que sdo capturados pela feofitina (NELSON & COX,
2014).

A feofitina reduz o receptor primario Qa (uma molécula de plastoquinona ligada a
uma proteina), que, por sua vez, passa seu elétron a outra plastoquinona mais frouxamente
ligada, Qg. Quando Qg adquire dois elétrons de Qa em duas dessas transferéncias e dois
protons de agua, ele estd em sua forma totalmente reduzida de quinol. Os elétrons de
quinol passam pelo complexo de citocromos b6f (NELSON & COX, 2014).

A plastocianina transporta os elétrons ao centro de reacdo do PS I, P700, que similar
ao P680, absorve energia luminosa até excita-se e liberar elétrons, que sdo transportados
até serem capturados pela ferrodoxina, resultando na reducdo do NADP*. Essa reducédo
ocorre no estroma, contribuindo para o gradiente de pH entre ele e o tilacoide. Como o
limen tilacoide possui uma quantidade muito maior de prétons, esses fluem

espontaneamente para o estroma. Esse fluxo libera a energia necessaria para a fosforilagdo
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do ADP em ATP que ocorre durante a fosforilagdo ciclica (Figura 6) (NELSON & COX,

2014).

FIGURA 6 - Integracéo dos fotossistemas | e 11 nos cloroplastos.
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FONTE: NELSON & COX (2014).

2.1.3.2 Reag0es de fixagdo de carbono

A sintese de glicose e amido, além da fixacdo de CO., acontecem a partir das reacdes

do Ciclo de Calvin-Benson. Para tal, duas moléculas de NADPH: e trés moléculas de ATP
sdo necessérias para fixar uma molécula de CO2 (NELSON & COX, 2014).

Conforme Richmond (2004), o ciclo de Calvin-Benson possui trés estagios:

carboxilacdo, reducdo e regeneracdo. A carboxilacdo da molécula de CO, com uma

molécula de ribulose-1,5-bifosfato, catalisada pela enzima rubisco, gera duas moléculas de

fosfoglicerato. Em seguida, reacfes enzimaticas induzem a reducdo do fosfoglicerato em

carboidratos trioses fosfato. Ao término do ciclo, ocorre a regeneragdo da ribulose-1,5-

bifosfato, por uma série de reacGes que combinam os acUcares fosfatos. Assim, 0s
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carboidratos sdo os produtos primarios da fotossintese, mas 0s acidos graxos, aminoacidos

e &cidos organicos podem ser sintetizados durante a fixacdo do CO- (Figura 7).

FIGURA 7- Ciclo de Calvin-Benson.
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FONTE: NELSON & COX (2014).

2.2 METABOLISMO CELULAR

As microalgas precisam de uma fonte de energia e materiais iniciais para manter a
biossintese, o crescimento e a divisdo celular estaveis (SUN et al., 2018). Os modos de
cultivo afetam diretamente o crescimento resultante de microalgas e a composicao
biogquimica da biomassa (DANESHVAR, 2021). As microalgas podem apresentar as
seguintes formas de metabolismo (Figura 8): fotoautotrofico, heterotréfico, mixotréfico e
fotoheterotréfico. (BUMBAK et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011; DANESHVAR,
2021).

 Fotoautotrofico: quando a energia é obtida de fonte luminosa e o carbono de fonte
inorganica, pela fotossintese;
 Heterotréfico: quando a energia e o carbono sdo obtidos de fonte organica externa,

em geral pela oxidacdo de agUcares;
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» Mixotrofico: quando a fotossintese e a oxidacdo de compostos organicos ocorrem
concomitantemente;
» Fotoheterotréfico: quando a fonte de energia € a luz, e a fonte de carbono sao

compostos organicos.

FIGURA 8 - Exigéncias de luz, carbono inorganico e carbono organico para o cultivo

fotoautotréfico, heterotréfico, mixotrofico e fotoheterotrofico de microalgas.
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FONTE: DANESHVAR (2021) modificado.

2.3 CONDICOES DE CULTIVO

A alteracdo nos parametros do cultivo é capaz de modificar a taxa de crescimento
algal, bem como sua composicao celular (ILLMAN et al., 2000). Deste modo, é possivel
otimizar por meio das condicdes de cultivo, a producdo de compostos, como por exemplo
os lipidios (CHAICHALERM et al., 2012).

Os principais fatores que influenciam mais significativamente no crescimento das
microalgas sdo: a intensidade luminosa, a temperatura, a agitacdo, o pH, a salinidade, a
concentracdo de oxigénio dissolvido, a vazdo de CO», a relagdo O.:CO2, bem como a
composigdo nutricional do meio de cultivo (ANDERSEN, 2005; KUMAR et al., 2010;
MATA et al., 2010; SCHNURR & ALLEN, 2015; ANTO et al., 2019).
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2.3.1 Luminosidade

A radiacdo eletromagnética é primordial para o crescimento das microalgas ja que
elas possuem atividade fotossintética. A porcao de luz recebida pelos microrganismos ira
refletir na quantidade de carbono fixado, além de influenciar na producdo de biomassa, a
taxa de crescimento e sua composic¢do quimica (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014).

A clorofila tem um coeficiente de extingdo elevado, em outras palavras € um bom
absorvente de luz (KIRK, 1994). Um cultivo com baixa intensidade luminosa favorece a
obtencgéo de biomassa rica em clorofila, enquanto alta intensidade favorece os parametros
de crescimento (DANESI et al., 2004). Porém, intensidade luminosa em demasia, danifica
os fotossistemas presentes nas unidades fotossintéticas, propiciando um decréscimo na
produtividade algal (Fotoinibicdo) (RUBIO et al., 2003; SUH & LEE, 2003; FRANCO et
al., 2013). Quando ocorre a restricdo luminosa, em células do cultivo com maior
distanciamento da fonte luminosa, por causa do sombreamento das células, causado pela
alta concentracdo celular, usamos o termo Fotolimitacdo (ANDRADE & COLOZZI
FILHO, 2014).

A literatura tem reportado estudos que exibem os efeitos causados pela taxa de
luminosidade sobre a produtividade de biomassa e o teor lipidios, bem como os efeitos
gerados na composicdo lipidica (RADAKOVITS et al., 2010). Rebolloso Fuentes e
colaboradores (2000), em seu trabalho com a microalga Phaeodactylum tricornutum
concluiram que, o aumento da luminosidade gera um aumento na produtividade e uma
diminuicdo no teor de lipidios. Por outro lado, Gongalves et al. (2013), notaram que
utilizando energia luminosa com irradiancia superiores a 72 uE m s, houve um actimulo
substancial de lipidios para espécies P. subcapitata (29 mg g™* de biomassa seca) e para a
C. vulgaris (21 mg g de biomassa seca), sendo essa quantidade superior ao encontrado
para a irradiancia de 36 pE m™2 s (12 e 8 mg g de biomassa seca respectivamente), em
fotoperiodo de 24:00 h (luz:escuro).

Em seus estudos, Liu et al. (2012), ao utilizar a espécie Scenedesmus sp., sob a taxa
de luminosidade de 400 pE m™ s, obteve como resultados 3,88 g L de produtividade de

biomassa com um teor lipidico de 41,1%.
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2.3.2 Temperatura

A influéncia da temperatura na produtividade e na atividade celular, esta relacionado
a interdependéncia entre ela e os principais metabolitos presentes na célula, como por
exemplo, as proteinas, os lipidios e os carboidratos, tal como aos parametros referentes a
taxa de reacdo, que estdo sujeitos a energia de ativacdo. Um aumento na temperatura
consegue ocasionar um aumento na producdo de biomassa, entretanto, se esse valor estiver
fora da temperatura ideal, o crescimento pode ser inibido em razdo da inativacdo das
proteinas ocasionado por choque térmico (MAHBOOB et al., 2012).

A temperatura de crescimento altera de acordo com cada espécie, sem nenhuma
relacdo generalizada para todas as espécies (RAVEN & GEIDER, 1988; JAMES et al.,
1989). A conservacdo de culturas de microalgas deve manter a temperatura de acordo com
a temperatura do local no qual a cepa foi coletada (GUALTIERI & BARSANTI, 2006;
ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014). Para microalgas encontradas em ambientes
polares, o ideal € manter o cultivo com temperatura menor que 10°C. As encontradas
em ambientes temperados, j4 suportam uma temperatura pouco maior, e podem ser
acondicionadas a temperatura entre 10°C e 25°C. Ja as coletadas em ambientes
tropicais, normalmente utilizam temperaturas acima de 20°C (GUALTIERI &
BARSANTI, 2006; LOURENCO, 2006). A estabilidade da temperatura deve ser mantida
a = 2°C, sendo as cepas de agua doce geralmente mais tolerantes a variabilidade de
temperatura do que as cepas marinhas (ANDERSEN, 2005).

As microalgas por meio da sua temperatura ideal de cultivo, podem ser classificadas
em psicrofilicas, mesofilicas e termoficas. Quando sua faixa de temperatura étima é menor
de 17°C, denomina-se psicrofilicas, quando permanece entre 20 e 25°C, identifica-se como
mesofilicas, e quando apresentam temperaturas maiores de 40°C, nomea-se termofilicas
(RAS et al., 2013; SAJJADI et al., 2018).

A producgdo de lipidios pode ser influenciada pela temperatura. O aumento da
temperatura no cultivo das microalgas gera um aumento no teor de proteinas e uma
diminuicdo nos teores de carboidratos e lipidios (RENAUD et al., 2002; ANDRADE &
COLOZZI FILHO, 2014; SU et al., 2017; FAKHRY et al 2015). Ademais, com um
aumento de temperatura muitas espécies microalgal diminuem os percentuais de acidos
graxos insaturados e aumentam os percentuais dos acidos graxos saturados da fracdo
lipidica (MORTENSEN et al., 1988). Em elevadas temperaturas ocorre a pausa nos
processos de dessaturacdo das cadeias de acidos graxos. A fluidez da camada fosfolipidica
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da membrana celular estd associado ao grau de insaturac@es, que se torna menos fluida
com uma diminuicdo do numero de insaturaces na cadeia de A&cidos graxos.
(THOMPSON et al., 1992; RENAUD et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1999)

Chinnasamy e colaboradores (2009) estudaram a microalga Chlorella vulgaris, e
constataram que sua taxa de crescimento é maior quando a temperatura estd 30°C. Kerby e
Stewart (1988) ao estudar o mesmo género observou que a temperatura ideal para um
rapido crescimento, deve estar entre 20 e 32°C.

Renaud e colaboradores (1995) pesquisaram sobre espécies de microalgas tropicais
do litoral da Australia e concluiram que houve aumento na producdo de acidos graxos
saturados 14:0, 16:0 e 18:0 com o aumento da temperatura em todas as espécies estudadas.

Xin e colaboradores (2011), analisaram a espécie Scenesdesmus sp., a maior taxa de
crescimento e producdo de biomassa, além da producdo de lipidios, aconteceu com a
temperatura de 20°C. Notou-se que quando o cultivo era feito nas temperaturas 25°C e
30°C, a quantidade de lipidios diminuiu em 31 e 50%, respectivamente.

2.3.3 pH

Segundo Andersen (2005), as microalgas encontradas em 4&gua doce, na
generalidade, preferem ambientes com o pH entre 5 e 7, em contrapartida, as
cianobactérias preferem ambientes com o pH entre 7 e 9.

O pH influencia na solubilidade do CO2 e dos minerais no meio de cultivo, bem
como a distribuicdo das formas inorgénicas de carbono, interferindo na atividade
metabolica das células (BECKER, 1994; BECKER, 2004; ARREDONDO-VEJA
&VOLTOLINA, 2007).

O carbono inorganico apresenta-se de diferentes formas no meio de cultura,
podendo-se encontrar na forma de diéxido de carbono (CO>), &cido carbénico (H2COs3), ion
bicarbonato (HCO3") ou ion carbonato (COs’) (ESTEVES, 1998). O aumento do pH podem
ocorrer em funcdo do metabolismo autotréfico, quando o HCO3™ se desidrata, formando
CO», consumido na fotossintese e ions OH" (SHIRAIWA et al., 1993). Em compensacéo, a
adicdo de CO2 no meio reduz o pH (RAVEN, 1990; SCHMIDT, 2007).

De acordo com Wojciechowski e colaboradores (2013), a alteragdo de pH pode agir
negativamente na permeabilidade da membrana, transporte idnico e velocidade das reacoes

quimicas.



18

Qiu e colaboradores (2017) em seus estudos com a microalga Chlorella sorokiniana
obtiveram uma producdo de biomassa maior com o pH 6, obtendo um valor de 0,140 +
0,004 g L* por dia. O menor valor encontrado foi para o pH 9, alcancando um valor de
0,071 + 0,004 g L* por dia.

2.3.4 Agitacéo (Aeragao)

A aeracdo da cultura é um fator importante que afeta o crescimento de microalgas e a
producdo de biomassa (DANESHVAR et al., 2021). A técnica de circulacdo de um cultivo
microalgal possibilita que as células figuem suspensas no meio, melhora a eficiéncia na
utilizacdo da luz, facilita a troca de gases, impede a estratificacdo térmica, auxilia na
distribuicdo homogénea dos nutrientes, impede o acimulo de matéria organica na base do
reator e a sedimentacdo das microalgas (BOYD et al., 1984; ANDERSEN, 2005; GUO et
al., 2015).

A aeracdo auxilia no fornecimento adequado de CO, para o crescimento de
microalgas. Além de transportar CO para 0 meio de cultivo, a aeracdo fornece poder de
mistura e forma um fluxo turbulento no reator. O fluxo turbulento e as bolhas aumentam a
transferéncia de massa entre as fases gasosa e a liquida (ZHAO et al., 2011).

Caracteristicas como peso, tamanho, densidade das células de microalgas e tolerancia
a tensdo de cisalhamento influenciam a taxa ideal de mistura e aeracdo. Uma taxa de
aeracdo superior ao valor ideal pode danificar as células da microalga devido aos efeitos da
forca de cisalhamento, aumentando a evaporagdo e os custos de operagdo (GUO et al.,
2015).

Quando as bolhas de CO2 deixam o aerador e se movem em direcdo as algas, as
moléculas de CO: transbordam da superficie da bolha. Em seguida, uma parte das
moléculas de CO> sdo absorvidas pelas células microalgais fixadas na superficie da bolha,
e o restante é dissolvido no meio de cultivo (CHENG et al., 2018).

O diametro de geracdo de bolhas deve ser reduzido para aumentar o tempo de
residéncia das bolhas de CO2 na solugdo de microalgas e para facilitar a absorcéo pelas
células de microalgas (FREEMAN ROSENZWEIG et al., 2017). A fim de que a
solubilidade dos gases torne-se mais eficaz, € essencial proporcionar bolhas pequenas
(LOURENCGCO, 2006).

Comumente, 0 meio de cultivo é aerado utilizando um compressor ou bomba de ar

ou por agitacdo do meio. Quando ha a injecdo de ar, unidades como L min* e vvm sdo
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usadas para denotar a magnitude da aeragdo. Em vvm, o primeiro v representa o volume do
ar em litros, o segundo v representa o volume do meio, também em litros, e m é o tempo
em minutos (DANESHVAR et al., 2021).

Han e colaboradores (2015b) verificaram o efeito de diferentes taxas de aeracéo
(0,067-0,333 vvm) no crescimento microalgal. Para aeragéo de 0,2 vvm obtiveram o maior
peso seco (1,24 g L1). As taxas de aeragdo mais baixas ocasionaram mistura insuficiente e
as mais altas geraram danos as células.

Em estudos, Mohsenpour & Willoughby (2016), concluiram que a microalga C.
vulgaris durante a fase de crescimento obteve um aumento na biomassa com 5% de
aeracdo de CO2 em comparagdo com o ar puro na condicdo de controle. Os perfis de
crescimento com 15% de CO2 na aeracdo foram semelhantes aos dados obtidos para 5%,

embora o crescimento foi inibido apds cinco dias de cultura.

2.3.5 Composicao nutricional do meio de cultivo

Os meios de cultura sdo solucdes que contém nutrientes essenciais que as microalgas
necessitam para manter um estado estacionario, saudavel e com bom crescimento
(PROCHAZKOVA et al., 2014).

Um elemento € classificado como essencial quando, sua caréncia impede a microalga
a concluir seu ciclo de vida. Essa caréncia ndo pode ser substituida por outros elementos
para o desempenho de sua funcdo, além de estar envolvido diretamente na nutricdo da alga
(EPSTEIN & BLOOM, 2006).

Os nutrientes podem ser divididos de acordo com a quantia necessaria para um bom
crescimento. Temos 0s macronutrientes que inclui elementos como carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio e fosforo, que as microalgas precisam em maior quantidade (g L™)
nos meios de cultivo. Ja os micronutrientes necessitam de concentra¢cdes mais baixas (mg
L ou menos), como por exemplo o cobalto, zinco, manganés e bario (GROBBELAAR,
2013).

Meios formulados e aguas residuais sdo muito utilizados como meios de cultura para
proporcionar os nutrientes para o desenvolvimento de microalgas. Os meios formulados
sdo misturas sintéticas com concentracbes recomendadas de micronutrientes e
macronutrientes (POLAT et al., 2020).

Os meios formulados podem ser aplicaveis como meios ndo especificos, portanto,

sendo Uteis para o cultivo de muitas espécies de microalgas ou podem ser projetados para
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um grupo especifico de microalgas. Por exemplo, Bold's Basal Medium (BBM) é usado
para cultivo de microalgas marinhas, em contrapartida, o Guillard (f/2) é utilizado no
cultivo de microalgas de agua doce, ja 0 Blue-Green (BG-11) é um meio apropriado para o
cultivo de cianobactérias, mas também é amplamente utilizado para o cultivo de
microalgas (ENAMALA et al., 2018).

O termo meio modificado é frequentemente utilizado quando a composi¢do do meio
¢ alterada pelo aumento ou diminuicao das concentracfes originais dos compostos no meio
de cultura. Meios modificados sdo usados para aumentar a producdo de biomassa de
microalgas, para estimular a produgdo de metabdlitos especiais ou para estudar os efeitos
da deficiéncia ou privacdo de nutrientes (DANESHVAR, 2021).

2.4 SISTEMAS DE CULTIVO

A escolha de um reator ou recipiente adequado para o cultivo é um dos fatores
importantes que precisam ser decididos em um estagio inicial. Corriqueiramente, o termo
biorreator é aplicado aos recipientes que suportam o crescimento de microalgas para
producdo de biomassa e formagéo de produto. Nesse sentido, fotobiorreatores se referem a
biorreatores que fornecem luz para microalgas (DANESHVAR, 2021).

Fotobiorreatores dispdem de maior produtividade de biomassa do que lagoas de
canal aberto devido a sua falta de dependéncia do clima e baixa vulnerabilidade a
contaminacdo por outros organismos (SINGH & SHARMA, 2012), além da capacidade
aprimorada de controlar as variaveis de cultivo (CHISTI, 2007).

Biorreatores com varios tamanhos, formas e materiais sdo encontrados para cultivo
de microalgas. Biorreatores artesanais sdo confeccionados principalmente de vidro
transparente ou materiais poliméricos, como policarbonato. Frascos, garrafas ou
Erlenmeyer com diferentes volumes tém sido largamente utilizados como biorreatores para
o0 cultivo de microalgas. Embora esses biorreatores simples auxiliem com sucesso no
crescimento de microalgas e na producdo de biomassa e possam atender aos requisitos de
muitos topicos de pesquisa, eles nem sempre sdo apropriados. Por exemplo, em alguns
experimentos, o nivel de pH, as concentragcbes de CO; e O, a temperatura etc. devem
permanecer constantes. Nesse caso, biorreatores avancados disponiveis comercialmente
sd0 necessarios para controlar e monitorar parametros sensiveis e para atingir o

desempenho ideal do sistema durante os experimentos (MUSTAFA et al., 2018).
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O fotobiorreator de placa plana é um recipiente de 5-6 mm de espessura para
permitir a penetracdo de luz ideal e permitir que a cultura atinja alta densidade celular
(TAN et al., 2018). O sistema de fotobiorreator de placa plana tem maior eficiéncia
fotossintética e menor acimulo de oxigénio dissolvido do que fotobiorreatores tubulares
(BRENNAN & OWENDE, 2010).

Fotobiorreatores tubulares sdo verticais, horizontais, inclinados ou em hélice e sdo
direcionados para a luz do sol para alcancar alta eficiéncia de conversdo solar
(ELRAYIES, 2018). Os sistemas de fotobiorreatores tubulares reduziram a eficiéncia
fotossintética devido ao acimulo de oxigénio, o acimulo de microrganismos patogénicos
nas paredes internas e o alto consumo de energia, em compara¢do com uma placa plana e
fotobiorreatores de bolha (MORENO-GARCIA et al., 2017). Os fotobiorreatores verticais
apresentam menores densidades de fluxo de fotons incidentes na superficie do reator, como
resultado, apresentam maior producdo de é&rea de biomassa devido a sua maior
interceptacéo de luz, em comparacgéo aos fotobiorreatores tubulares horizontais (DE VREE
etal., 2015).

Fotobiorreatores de coluna sdo geralmente cilindricos e ttm uma altura de até 4 m e
raio de até 0,2 m (SHOW et al., 2017). Este projeto melhora a troca gas-liquido, e a taxa de
transferéncia de massa regula o tempo de residéncia das bolhas de gas (SOMAN &
SHASTRI, 2015).

Microplacas ou placas multipocos também tém sido usadas para cultivo de
microalgas. As microplacas podem ser consideradas biorreatores em miniatura que sao
apropriadas para 0s experimentos com alto nimero de tratamentos em pequenos volumes
de microlitros a mililitros (DANESHVAR, 2021).

2.5 RECUPERACAO DA BIOMASSA ALGAL

A coleta de biomassa é 0 processo em que ocorre a remogao da dgua do meio de
cultura de microalgas, incorporando vérias técnicas, a fim de concentrar a biomassa. Uma
técnica de colheita apropriada é selecionada considerando o consumo geral de energia e o
custo que depende principalmente do tamanho e densidade da célula (VASISTHA et al.,
2020). Sistemas de lago aberto e fotobiorreatores de fluxo continuo fechados (PBR)
fornecem solucdo diluida de algas. A lagoa aberta que contém matéria seca variando de
0,05-0,75%, enquanto o PBR fechado contém matéria seca variando entre 0,3 e 0,4%
(FASAEI et al., 2018).
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O custo e a energia necessarios para a colheita sdo uma preocupacdo significativa
(TAN et al., 2018). Na escala industrial, a colheita constitui até 30% do custo total de
producdo (RAWAT et al., 2011).

As propriedades fundamentais que influenciam a recuperacdo da biomassa de
microalgas durante a colheita sdo o tamanho da particula, morfologia, peso especifico e
carga (PAHL et al., 2013). Contudo, outros fatores como composic¢do do meio, salinidade e
hidrofobicidade também influenciam a recuperacao da biomassa de microalgas (BARRUT
etal., 2013).

2.5.1 Coleta da biomassa

2.5.1.1 Métodos quimicos

A floculacdo é um processo de colheita de algas, no qual células de microalgas
espalhadas sdo agrupadas para formar grandes unidades e assim, facilitar sua separacao
com a dgua (UDUMAN et al., 2010). Quando comparada a varias técnicas de colheita, a
floculagdo € o processo mais eficaz, conveniente e econdmico (JAPAR et al., 2017).

A floculagéo pode ocorrer por neutralizagdo de carga, remendo, varredura e ponte de
adsor¢cdo (MATHIMANI & MALLICK, 2018). A floculagcdo quimica pode ser induzida
por trés tipos de floculantes: floculantes inorganicos, polimeros inorganicos e polimeros
organicos (YIN et al., 2020).

Os polimeros organicos mais utilizados sdo: quitosana, poliacrilamidas, celulose,
surfactantes, certas fibras sintéticas etc. Esses polimeros organicos catidnicos podem
minimizar a eletronegatividade das algas e atuar como uma ponte entre as células. A
quitosana é muito utilizada nesse processo. A biodegradabilidade é a principal qualidade
da quitosana, logo, ndo ocorre a contaminacdo dos flocos. Em contrapartida, seu valor é
elevado, o que a torna inadequada para utilizacdo industrial (YIN et al., 2020).

Dentre todos os floculantes, os inorganicos apresentam valor mais acessivel para
compra. O processo requer baixo pH para formar produtos de hidrélise catidnica.
Floculantes inorganicos agregam células por meio da neutralizagdo de carga; a maior
densidade de carga do floculante causa uma melhor taxa de floculagdo. A hidrdlise do
metal € responséavel pela formacdo do o0xido metalico, que precipita e forma uma carga
positiva que resulta na neutralizacdo da carga. O problema desse floculante é a
contaminacéo da biomassa (VASISTHA et al., 2020).
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2.5.1.2 Métodos fisicos

A centrifugacdo com base mecanica utiliza a forca centrifuga para a separacdo com
base nas diferencas de densidade (CHRISTENSON & SIMS, 2011). Os varios tipos de
sistemas de centrifugacdo disponiveis sdo: hidrociclone; decantador de tigela solida; tipo
de bico; disco de ejecdo sélido. Com base na quantidade de biomassa colhida e na
eficiéncia de remocdo de microalgas, o tipo de bico € um instrumento promissor entre
outros (YIN et al., 2020). Porém, o custo operacional e o alto investimento quando
utilizado a centrifuga devem ser levados em consideragcéo (SHELEF et al., 1984).

A Filtragdo é utilizada para separar sélidos de liquidos ou gases, inserindo um meio o
qual, apenas o fluido consegue passar. O cultivo de microalgas passa por um filtro com
uma membrana porosa, que detém as microalgas, enquanto a agua passa por meio de forca
motriz. Ha varios tipos de processos de filtragdo, como microfiltracdo, macrofiltracdo,
ultrafiltracdo, filtracdo a vacuo, filtracdo sem saida, filtracdo de pressdo e filtracdo de fluxo
tangencial (ENAMALA et al., 2018). O método de filtracdo é eficaz, mas tem problemas
de entupimento e incrustacdo que podem causar baixos rendimentos de colheita (BARROS
etal., 2015).

A sedimentacdo por gravidade é um método de separacdo sélido-liquido pelo qual a
lama concentrada é precipitada sob a acdo da gravidade (NIE et al., 2018). A sedimentacéo
por gravidade pode fornecer concentracdes de 1,5% de solidos, e sua eficiéncia depende do
tempo e da velocidade de sedimentacdo, que esta relacionada a densidade citoplasmatica
(MILLEDGE & HEAVEN, 2013). A sedimentacdo é uma técnica simples e econdmica,
mas ndo é adequada para uma grande variedade de microalgas e consome muito tempo
(GUPTA et al., 2017).

A flotacdo é o processo em que bolhas sdo formadas, que se ligam ao tamanho de
particula desejavel e, portanto, faz com que as células subam para a superficie e se
concentrem (PRAGYA et al., 2013; BARROS et al., 2015; LAAMANEN et al., 2016). De
acordo com o tamanho da bolha, a flotacdo é classificada em quatro tipos: flotacdo por ar
dissolvido; flotagdo por ar disperso; flutuacdo eletrolitica; flotacdo dispersa por
ozonizagao. A flotacdo € um método promissor para a coleta de espécies de microalgas de
agua doce, com as vantagens de pequeno espaco necessario e tempo de operacdo
relativamente curto (YIN et al., 2020).

O método elétrico de colheita inclui eletrocoagulacdo e flutuacéo, o que requer alto

consumo de energia para o abastecimento e consumo das microbolhas, juntamente com
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alto custo do equipamento, o que muitas vezes o torna inadequado para a colheita (KIM et
al., 2015).

2.5.1.3 Métodos bioldgicos

O termo biofloculacéo se destina a mostrar a floculagdo causada pelos biopolimeros
secretados, especialmente substancias poliméricas extracelulares ou acidos y-glutamicos,
evitando a adicdo de floculantes quimicos (CHEN et al., 2018). A biofloculacdo pode ser
categorizada em quatro tipos: floculagdo bacteriana; floculagdo fungica; floculagdo de
actinomicetos; floculacdo a base de plantas (YIN et al., 2020).

A autofloculacéo ocorre em culturas de microalgas quando o pH se eleva acima de 9
(SPILLING et al., 2011). A carga negativa presente na superficie das microalgas se
desestabiliza com o aumento do pH, o que faz com que as microalgas floculem e se
acomodem. Este processo é econdmico, ndo téxico para as microalgas e nao requer etapas
adicionais a jusante (VASISTHA et al., 2020).

2.5.1.4 Métodos magnéticos

A separacdo magnetoforética tem ganhado atencéo cada vez maior para a colheita de
microalgas, devido a facilidade de operacdo, economia de tempo e sintese simplificada de
materiais, bem como sua reutilizacdo (MARKEB et al., 2019). A base desse processo de
coleta é marcar as células da microalga com particulas magnéticas e separa-las facilmente
da cultura usando um campo magnético externo (WANG et al., 2016a). Na linha das
principais limitacGes, a separacdo pos-colheita e a reciclagem de nanoparticulas podem

aumentar o custo geral do processo (YIN et al., 2020).

2.5.2 Secagem

Para que ndo ocorra a degradacao da biomassa da microalga torna-se indispensavel o
processo de secagem ap0s 0 método de colheita (KLEIN et al., 2018).

Os parametros de secagem afetam as propriedades quimicas da biomassa (SAHOO et
al., 2017). Por exemplo, o maior teor de agua na biomassa de microalgas reduz a eficiéncia

do processamento do biodiesel, reduzindo o rendimento (TAN et al., 2018).
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A técnica de secagem é um problema no cultivo das microalgas, pois eleva em 75%
0s custos do processo. Os métodos de secagem empregados para a secagem de microalgas
incluem secagem solar, secagem por pulverizacao, liofilizacao, secagem rotativa, secagem
por incinerador, secagem de prateleira a vacuo e secagem de ar de fluxo cruzado (SHOW
et al., 2013). Todos esses métodos relativamente caros, tornando-os economicamente
inadequados (SAHOO et al., 2017).

2.6 LIPIDIOS

Todas as células vegetais, incluindo as de microalgas, apresentam lipidios na sua
composicdo (RICHMOND, 2004). Os lipidios sdo considerados moléculas bioldgicas
apolares, insolGveis em agua, mas que se dissolvem facilmente em solventes organicos
apolares (NELSON & COX., 2014), e divide-se em duas categorias com base na
polaridade da molécula (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014):

« Lipidios neutros, que compreendem acilglicerois e acidos graxos livres;
 Lipidios polares, que séo classificados em fosfolipidios e glicolipidios.

Tem alguns tipos de lipidios neutros que ndo inclui &cidos graxos como 0s
hidrocarbonetos, esterdis, cetonas, pigmentos (carotenos e clorofilas). Apesar dessas
fracdes lipidicas sejam solUveis em solventes organicos, elas ndo sdo convertidas em
biodiesel (HALIM et al., 2012).

Os lipidios tambeém podem ser classificados em simples e complexos (ANDRADE &
COLOZZI FILHO, 2014):

+ Lipidios simples: 6leos, gorduras e ceras, que sdo ésteres derivados de acidos
carboxilicos.
 Lipidios complexos: fosfolipidios, glicolipidios, carotenoides, tocoferois, vitaminas

A, D, K e esteroides, entre outros, todos insoltveis em agua.

Os lipidios simples, denominados triglicerideos ou triacilglicerideos (TAG), contém
um alcool denominado glicerol e &cidos carboxilicos conhecidos como acidos graxos, e sao
0s mais comuns encontrados nas microalgas (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014).

Os &cidos graxos tém a denominacgédo baseada em duas caracteristicas importantes: o
numero total de atomos de carbono na cadeia e o numero de ligag6es duplas na cadeia de
hidrocarbonetos (PEREIRA et al., 2012). Os acidos graxos podem ser livres ou
esterificados e geralmente tém um ndmero par de carbonos dispostos em uma cadeia linear.

Os &cidos graxos insaturados geralmente tém configuracdo cis, j& que a maioria dos acidos
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graxos trans ndo sdo encontrados na natureza, mas em gorduras que passaram por
processos artificiais, principalmente como um produto secundério da hidrogenagdo de
gorduras insaturadas (BELLOU et al., 2014). A composicdo dos &cidos graxos em
microalgas varia de acordo com a espécie e parametros de cultivo, diferindo na
composi¢do dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados (D’OCA et
al., 2011).

A eficiéncia de producdo de lipidios de microalgas versus oleaginosas foi comparada
em termos de uso da terra na Tabela 1. Embora o teor de 6leo de microalgas seja
dependente da cepa e semelhante ao teor de 6leo de sementes terrestres, ha uma diferencga
significativa na produtividade geral de biomassa e rendimento de O6leo resultante
(GHASEM I et al., 2012).

TABELA 1 - Comparagéo do potencial do dleo de microalgas com outras matérias-primas.

Teor de 6leo na

Planta Galao de dleo/Acre
semente (%)
Dendé (Elaeis guineensi) 610 35,3
Palmeira Macauba (Acrocomia aculeate) 461 28,35
Pequi (Caryocar brasiliense) 383 45
Palmeira Buriti (Mauritia flexuosa) 335 19
Oiticica (Licania rigida) 307 80
Coco (Cocos nucifera) 276 35,3
Abacate (Persea Americana) 270 8-32
Castanha do Para (Bertholletia excelsa) 245 66,9
Noz de macadamia (macadamia terniflora) 230 71,6
Jatropha (Jatropha curcas) 194 28
Palmeira babacu (Orbignya martiana) 188 60
Jojoba (Simmondsia chinensis) 186 48-56
Pecan (Carya illinoensis) 183 71,2
Bacuri (Platonia insignis) 146 13,5
Castor Bean (Ricinus communis) 145 48
Oliveira (Olea europaea) 124 20
Colza (Brassica napus), canola 122 30
Papoula do épio (Papaver somniferum) 119 45-50
Amendoim (Ariachis hypogaea) 109 53-71

Girassol (Helianthus annuus) 98 47,3
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Tungue (Aleurites fordii) 96 50-60
Arroz (Oriza sativa L.) 85 10
Buffalo Gourd (Cucurbita foetidissima) 81 33
Cértamo (Carthamus tinctorius) 80 30-40
Crambe (Crambe abyssinica) 72 27,8-35,3
Gergelim (Sesamum indicum) 72 49,1
Camelina (Camelina sativa) 60 40
Mostarda (Brassica alba) 59 35-46
Coentro (Coriandrum sativum) 55 13-20
Semente de Abdbora (Cucurbita pepo) 55 46,7
Euphorbia (Euphorbia lagascae) 54 48-52
Avela (Corylus avellana) 49 50-70
Linhaga (Linum usitatissimum) 49 34
Café (Coffea arabica) 47 10-20
Soja (Glycine max) 46 17,7
Canhamo (Cannabis sativa) 37 35
Algodao (Gossypium hirsutum) 33 40
Caléndula (Calendula officinalis) 31 17-24
Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) 28 20
24 (semente)
Semente de borracha (Hevea brasiliensis) 26
40 (kernel)
Tremogo (Lupinus albus) 24 7,2-8,2
Palma (Erythea salvadorensis) 23 20-45
Aveia (Avena sativa) 22 3,1-11,6
Castanha de caju (Anacardium occidentale) 18 41,7
Milho (Zea mays) 18 4
Microalgas (baixo teor de 6leo) 6275 30
Microalgas (teor médio de 6leo) 10.455 50
Microalgas (alto teor de 6leo) 14.635 70

FONTE: SAJJADI et al. (2018) modificado.

Os lipidios de microalgas sdo tipicamente compostos de glicerol, agtcares ou bases
esterificadas em acidos graxos, contendo entre 12 e 24 carbonos, incluindo acidos graxos
de cadeia média (C10-C14), de cadeia longa (C16-18) e de cadeia longa (C20-C24)
(SHAHZAD et al., 2010). Os &cidos graxos com apenas uma ligacdo insaturada séo

chamados de acidos graxos monoinsaturados (MUFAS), aqueles com mais de dois sdo
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acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) (CHRISTIE & HAN, 2010). Os acidos graxos
saturados (SFA) correspondem & maior fracdo de lipidios e, em algumas espécies, 0s
acidos graxos insaturados podem representar entre 20% e 60% dos lipidios totais
(BREUER et al., 2013) (Tabela 2TABELA 2).

TABELA 2- Contetdo lipidico e perfil de ésteres metilicos de acidos Graxos (FAME) de

diferentes espécies de microalgas.

Espécie de Microalga Llpfdlos SFA (%) MUFA (%) PUFA (%)
Totais (%)

Achnanthes sp. 44,5 40,2 45,9 14,3
Amphora sp. 24 41,28 38,16 8,42
Ankistrodesmus falcatus 16,49 41,39 28,41 30,20
Ankistrodesmus fusiformis 20,66 37,33 22,43 40,24
Ankistrodesmus sp. 17,5 23,43 23,27 37,16
Botryococcus braunii 44 97 9,85 79,61 10,54
Botryococcus terribilis 49,00 43,15 44,29 12,56
Chlamydocapsa bacillus 13,52 35,68 23,58 40,74
Chlamydomonas reinhardtii 18,9 28,18 22,88 32,07
Chlamydomonas sp. 15,07 78,61 14,63 6,76
Chlorella emersonii 18,6 24,55 17,01 38,37
Chlorella protothecoides 18 22,79 19,23 36,19
Chlorella salina 11 29,34 18,52 40,63
Chlorella vulgaris 28,07 52,15 37,51 10,33
Chlorella vulgaris 17,3 25,06 24,80 45,90
Coelastrum microporum 20,55 45,87 38,03 16,10
Desmodesmus brasiliensis 17,99 34,54 44,08 21,38
Dunaliella salina (Shariati) 18,9 13,93 29,52 42,65
Dunaliella salina (UTEX) 24 22,77 22,89 34,47
Dunaliella sp. (Persian Gulf) 22 13,47 24,74 48,15
Heterosigma sp. 39,9 454 31,0 23,7
Kirchneriella lunares 17,30 32,06 23,11 44,83
Nannochloropsis sp. 42,4 35,7 34,8 27,0
Scenedesmus obliquus 16,73 70,83 21,71 7,46
Scenedesmus sp. 16 18,59 26,86 30,00

FONTE: MENEGAZZO & FONSECA (2019) modificado.
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Os acidos graxos sdo nomeados sistematicamente a partir do hidrocarboneto saturado
com 0 mesmo numero de atomos de carbono, sendo o -e final alterado para -6ico. Assim, o
acido graxo com 16 atomos de carbono € sistematicamente denominado acido
hexadecandico, embora seja mais comum ver o nome trivial de &cido palmitico na
literatura. Também pode ser denominado um &cido graxo "C16" ou com maior precisdo
como "16: 0", o nimero antes do cdlon especificando o nimero de &tomos de carbono, e
depois do colon, o numero de ligagdes duplas. Uma lista dos &cidos graxos saturados

comuns junto com seus nomes triviais e designacdes abreviadas é fornecida na Tabela 3.

TABELA 3 - Acidos graxos saturados de formula geral CH3(CH2),COOH.

Nome sistemético Designacdo abreviada Nome trivial
Etandico 2:0 Acético
Butandico 4:0 Butirico
Hexanoico 6:0 Capréico
Octanodico 8:0 Caprilico
Nonandico 9:0 Pelarg6nico
Decandico 10:0 Céprico

Undecandico 11:0 -
Dodecanoico 12:0 Laurico
Tridecandico 13:0 -
Tetradecanoico 14:0 Miristico
Pentadecandico 15:0 -
Hexadecandico 16:0 Palmitico
Heptadecandico 17:0 Margaric
Octadecandico 18:0 Esteérico
Nonadecanoico 19: 0 -
Eicosandico 20: 0 Araquidico
Heneicosandico 21: 0 -
Docosandico 22:0 Beénico
Tetracosandico 24:0 Lignocérico

FONTE: CHRISTIE (1989) modificado.
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2.7 METODOS DE EXTRACAO DOS LIPIDIOS

De acordo com o pré-tratamento utilizado na concentracdo de células da biomassa de
microalgas, esta pode ser submetida a extracdo de lipideo na forma concentrada Umida ou
em pbd seco (MEDINA et al., 1998). Varios métodos sdo utilizados para extracdo de
materiais intracelulares presentes nas microalgas. Os principais procedimentos incluem o
emprego de ultrassom, micro-ondas, autoclave, homogeneizadores, soxhlet e moinhos
(método mecénico). Ademais, ha os métodos ndo mecanicos, que englobam o uso de
solventes organicos, choques osmoticos e enzimas (HALIM et al., 2012).

O método de extracdo de lipidios deve ser rapido, eficiente e delicado para reduzir a
degradacdo de lipidios e ser economicamente viavel (GREENWELL et al., 2010). O
objetivo do processo de extracdo € obter Oleo das células de algas para facilitar sua
conversdo em biocombustivel ou outros produtos agricolas por meios bioquimicos ou
termoquimicos (SUALI & SARBATLY, 2012). Idealmente, uma tecnologia de extracdo de
lipidios para a producdo de biodiesel de microalgas precisa apresentar um alto nivel de
especificidade para lipidios, a fim de minimizar a coextracdo de contaminantes nao

lipidicos, como proteinas e carboidratos (HALIM et al., 2012).

2.7.1 Campo elétrico pulsado

Este método é usado para a ruptura da célula, um dispositivo de extracdo de lipidios,
constituido por um anodo e um catodo, gerando pulsos elétricos curtos com alta forca de
campo elétrico para criar microporos na membrana celular, fazendo a quebra da parede
celular (SILVE et al., 2018). Portanto, esse processo é conhecido como eletroporacdo ou
eletromobilizacdo. Os resultados indicaram que quanto maior o tempo de exposicdo
aumenta o rendimento lipidico. No entanto, essas técnicas ndo convencionais de ruptura e
extracdo de celulas mecanicamente assistidas ndo sdo muito viaveis em grande escala,

devido aos altos custos e requisitos de energia (VASISTHA et al., 2020).
2.7.2 Ultrassom
A ultrasonicagdo € um dos métodos mais eficientes para o rompimento de células e

tem sido muito utilizado para a remocéo de lipidio. Ondas sonoras com frequéncia acima

de 20 kHz s&o aplicadas ao meio de cultura, fazendo com que ocorra a alternéncia entre
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compressdo (alta pressdo) e rarefacdo (baixa pressdo) na amostra (GREENLEY &
TESTER, 2015). Microbolhas podem se formar na regido de baixa pressdo, levando a
ruptura citoplasmatica e a liberacdo de biomoléculas lipidicas (VASISTHA et al., 2020).

A utilizacdo de técnicas de pré-tratamento atua como coadjuvantes no processo de
extracdo, potencializando-o. O ultrassom pode elevar em mais de 50% o teor de lipidios
extraidos da biomassa (GAROMA & JANDA, 2016). A forga ultrassonica e o tipo de
solvente afetam a eficiéncia desta técnica. Além do Oleo puro, outros compostos
bioquimicos na biomassa microalgal, como carotenoides e clorofila, também podem ser
extraidos usando a técnica de ultrassom com resultados compardveis ao método
supercritico (MACIAS-SANCHEZA et al., 2009). O principal beneficio da ultrasonicagéo
¢ a baixa temperatura para quebrar as paredes das células quando comparada com 0s
equipamentos de geracdo de calor, como autoclave ou forno de micro-ondas (SUSLICK &
FLANNIGAN, 2008).

2.7.3 Micro-ondas

A irradiacdo eletromagnética na faixa de frequéncia de 0,3-300 GHz é reconhecida
como micro-ondas (SATI et al., 2019). A radiacdo de micro-ondas pode ser usada para a
liberacdo de compostos intracelulares. Nesse processo, um material polar é hospedado em
um campo elétrico que oscila muito rapidamente e produz micro-ondas que geram calor a
partir das forcas de atrito que surgem dos movimentos intermoleculares e intramoleculares.
Durante esse processo de aquecimento, 0 vapor é gerado dentro do vaso, 0 que resulta na
ruptura da célula. Por sua vez, isso aumentara ou abrira as membranas celulares dos
organismos com o efeito de eletroporacdo. Essa técnica envolve a geracéo rapida de calor e
alta pressdo dentro do vaso, resultando em uma boa classe de extratos (ENAMALA et al.,
2018). Este processo é usado para biomassa de algas secas e Umidas de forma eficaz
(BUNDHOO, 2018).

2.7.4 Extracao por fluido supercritico

A extracdo com fluido supercritico é outro processo que tem recebido atencéo
crescente como uma alternativa importante aos métodos tradicionais de separagéo, sendo o
CO:2 o solvente mais eficiente (MENDES et al., 1995). A extracdo de didxido de carbono é

preferivel porque os compostos podem ser obtidos sem contaminacdo por solventes
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orgénicos toxicos e sem degradacdo térmica. O Gleo extraido por esta técnica é de alta
qualidade SUALI & SARBATLY, 2012).

O método de extracdo por fluido supercritico consiste em aumentar a pressdo e
temperatura de um fluido acima de seus valores criticos para que esse fluido entre na
regido supercritica (MUBARAK et al., 2015). O fluido supercritico tem propriedades
fisicas diferentes do estado liquido e gasoso, 0 que permite uma répida penetracdo deste
fluido por meio da matriz celular, resultando em um rendimento mais elevado de lipidios
totais e um tempo menor de extragdo. Além do COy, diversos fluidos podem ser utilizados
nas extragdes por fluido supercritico (SILVA et al., 2016). Porém, essa técnica tem a
desvantagem no valor de aquisicdo do modulo e o alto consumo de energia para a

compressdo do fluido e seu aquecimento (MUBARAK et al., 2015).

2.7.5 Extracao por solventes organicos

Os principios da extracdo de lipidios de microalgas por solvente organico sdo
vinculados ao conceito basico de quimica de 'semelhante, dissolve semelhante' (HALIM et
al., 2012). Existem dois tipos de associagdes que ocorrem nos lipidios (VAN
NIEUWENHUYZEN, 2015):

 Lipidios polares: Ligacdes de hidrogénio e forcas eletrostéaticas;
« Lipidios neutros e ndo polares: Forcas de Van Der Waals.

Solventes organicos polares, por ex. alcoois (metanol ou etanol) rompem as ligacGes
de hidrogénio entre lipidios polares enquanto solventes organicos ndo polares, ex: hexano,
sdo comumente usados para quebrar as intera¢fes hidrofébicas entre lipidios neutros e ndo
polares. Portanto, a escolha do solvente esta diretamente ligada a espécie da microalga e
seus arranjos lipidicos. Custo, toxicidade, volatilidade, polaridade e seletividade devem ser
levados em consideracgéo na escolha do solvente (CHATSUNGNOEN & CHISTI, 2016a).

2.7.5.1 Método de Folch

Esta ¢ a técnica de extracdo mais popular, na qual solventes sdo usados para
homogeneizar as células. A combinagdo mais comum usada é cloroférmio e metanol na
proporcdo de 2:1 para um volume final vinte vezes o volume da célula de algas para a
extragdo de lipidios. Apés a adicdo da amostra a mistura solvente, toda a mistura é exposta

a agitacdo suave, seguida de centrifugacdo ou filtracdo para recuperar a fase liquida. O
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manuseio rapido e facil de grande quantidade de amostras € a principal vantagem desse
método (ENAMALA et al., 2018).

2.7.5.2 Método de Bligh e Dyer

Essa técnica é bastante semelhante ao método Folch, mas varia bastante na propor¢éo
de solventes (BLIGH & DYE, 1959). Neste método, as proteinas da amostra sao
precipitadas entre as duas fases lipidicas, tanto a extracdo quanto a particdo lipidica séo
realizadas simultaneamente. A combinacdo do solvente também pode mudar com base na
polaridade dos lipidios presentes nas espécies de algas. Além da principal técnica de Bligh
e Dyer, muitos pesquisadores em todo o mundo também modificaram dependendo da
situacdo e da condicdo dos laboratorios. Hajra (1974) propds uma modificacdo do método
de Bligh e Dyer, eles substituiram a agua com cloreto de sddio a concentragdo de 1 molar,
para que ele possa evitar a ligacdo de acidiclipideos a lipidios desnaturados (JENSEN,
2008). Essa adicdo de cloreto de sddio, também proporciona um menor tempo para que as
fases se separem, além de melhorar o rendimento da extracdo. Do mesmo modo, a adi¢édo
de 0,5% de acido etanoico a fase aquosa melhorou a recuperacdo de fosfolipidos acidos
(ENAMALA et al., 2018).

2.7.5.3 Método de Soxhlet

Franz von Soxhlet, em 1879 inventou um aparelho para a extracdo de lipidios.
Atualmente uma alternativa muito usada na extracdo, juntamente com o0s solventes
organicos. O aparelho é constituido por um baldo de fundo redondo, que permanece
aquecido (manta de aquecimento ou banho maria) em todo o processo de extracdo, e ira
armazenar o solvente e o lipidio durante o processo; o extrator Soxhlet (Figura 9) onde €
colocada a biomassa microalgal e um condensador em continuo resfriamento (PRAGYA et
al., 2013).

A extracdo ocorre em fluxo continuo de evaporagdo e condensacdo do solvente. O
solvente localizado no baldo de fundo redondo, aquecido pela manta térmica, evapora, e
quando entra em contato com o condensador é rapidamente condensado e armazenado no
extrator onde contém a biomassa algal. Por meio do contato do solvente com a biomassa,
ocorre a extragdo dos lipidios. Um cartucho localizado dentro do extrator evita que a

biomassa seja carregada junto com o fluxo de solvente, funcionando como um filtro.
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Quando o solvente presente no extrator atinge o nivel de transbordamento, um sifao
descarrega a mistura solvente contendo os lipidios do extrator de volta ao baldo de fundo
redondo. O solvente ¢ novamente aquecido e evaporado, enquanto os lipidios brutos
extraidos permanecem no baldo de fundo redondo. Este ciclo é repetido até que nédo haja
mais lipidios brutos para serem extraidos no extrator de Soxhlet. Apesar do seu desenho
vantajoso, o aparelho Soxhlet requer elevado consumo de energia para uma destilagéo
continua (POHNDOREF et al., 2016).

FIGURA 9 - Extrator Soxhlet.

— Saida de agua

Condensador
+—  Entrada de agua

Sohzlet com capsula para
comportar a biomassa da
microalga

Manta de aguecimento

Baldo de fundo redondo
com o solvente dentro

FONTE: HALIM et al. (2012) modificado.

2.8 PRODUTOS E APLICACOES DAS MICROALGAS

2.8.1 AplicacOes farmacéutica, cosmeticos e alimentar

Vaérias cepas de microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar
compostos nutracéuticos, tais como o0s acidos graxos poli-insaturados e pigmentos
carotenoides, que possuem propriedades terapéuticas (TRIPATHI et al., 1999). Podem ser
vendidos como alimento natural ou suplemento alimentar e sdo encontradas em forma de

po, tabletes, capsulas ou extratos. Além disso sdo adicionados em massas, petiscos, doces,
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bebidas, tanto como suplemento nutricional quanto como corantes naturais (PULZ &
GROSS, 2004).

2.8.1.1 Acidos graxos poli-insaturados

As mudancas na dieta humana, nos ultimos séculos, e 0 acentuado aparecimento de
uma série de doencas relacionadas ao baixo consumo de acidos graxos poli-insaturados,
principalmente os pertencentes da familia Omega-3, gera uma busca maior por fontes
capazes de produzi-los (SIMOPOULOS, 2002).

Os acidos graxos podem ser obtidos de fontes animais ou vegetais, tanto terrestres
quanto aquaticas, e diversos microrganismos tém sido considerados como uma alternativa
as fontes usuais desta classe de lipidios (CERTIK & SHIMIZU, 1999). Os lipidios de
algumas espécies contém quantidades relativamente altas de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa (MEDINA et al., 1998). Os PUFAs (acidos graxos poli-insaturados) tém
funcdo na prevencdo e tratamento de uma série de doencas cardiovasculares, da
aterosclerose e da arritmia, da reducdo da pressdo arterial, da reducdo dos niveis de
colesterol e triglicerideos no plasma, da artrite reumatoide, do cancer e sdo aparentemente
essenciais na nutri¢do infantil e no desenvolvimento cerebral (GILL & VALIVETY, 1997;
SIMOPOULOS, 2002).

2.8.1.2 Clorofila

Moléculas de clorofila sdo os principais biopigmentos de microalgas usados como
aditivos alimentares. A clorofila também ¢é muito utilizada na industria alimenticia para
obtencdo de corantes verdes. Exemplo de produtos alimentares que utilizam clorofila de
microalgas: cookies amanteigados e biscoitos utilizam a Chlorella vulgaris, massas de
Arthrospira platensis, biscoitos de Tetraselmis suecica e Phaeodactylum tricornutum e
gomas de mascar de Isochrysis. A clorofila é aprovada pela Food and Agricultural
Organization (FAO), como aditivo alimentar, por ser segura para consumo humano e
resistente a mudancas de pH, temperatura etc. (SRIVASTAVA et al. 2022)
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2.8.1.3 Carotenoides

Os carotenoides funcionam como fotoprotetores e como pigmentos fotossintéticos
secundarios. Diversas espécies podem acumular grande concentracdo de betacaroteno,
astaxantina ou cantaxantina, 0s quais tém uma ampla aplicacdo como corantes naturais e
como antioxidantes (BAKER & GUNTER, 2004).

O crescente interesse industrial por esses pigmentos naturais pode ser explicado pela
capacidade atribuida a eles de prevenir doencas degenerativas: combatendo os radicais
livres e funcionando como agentes anticancer e estimuladores do sistema imunolégico
(OROSA et al., 2000). Comparados aos corantes sintéticos, sdo mais resistentes a presenga
de acido ascorbico, ao calor, aos processos de congelamento e apresentam eficiéncia

mesmo quando aplicados nos alimentos em pequenas quantidades (SKULBERG, 2004).

2.8.1.4 Betacaroteno

Este composto, extraido da biomassa microalgal, vem sendo aplicado
comercialmente como corante natural, podendo atuar como provitamina A, antioxidante e
contra doencas degenerativas. O preco deste produto varia entre US$ 300,00 e US$
3.000,00 por quilograma, de acordo com a qualidade do produto e a demanda (BECKER,
2004).

2.8.1.5 Astaxantina

O maior mercado para a astaxantina tem sido a aquicultura, onde é especialmente
empregada para dar a cor avermelhada a carne do salméo cultivado (TRIPATHI et al.,
1999). A astaxantina natural é vendida por aproximadamente US$ 2.500,00 o quilograma
(CYSEWSKI & LORENZ, 2004), sendo que 95% do consumo mundial da aquicultura séo
abastecidos com astaxantina sintética (MARGALITH, 1999).

2.8.1.6 Fucoxantina
A fucoxantina € um pigmento importante e um dos principais carotenoides nos

cloroplastos de Phaeophyta (macroalgas) e diatoméaceas marinhas (microalgas) (BUCHEL,

2020). Muitos estudos demonstraram que o consumo de fucoxantina pode suportar funcées
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bioldgicas importantes, além de ter efeitos medicinais sobre as condi¢des de saude. Foi
demonstrado que a fucoxantina pode ajudar na cura de muitas condi¢cGes médicas cronicas,
como doencas cardiacas, diabetes tipo 2, colesterol alto, hipertensdo, obesidade entre
outros (BAE et al., 2020). Recentemente, a fucoxantina foi empregada em produtos de
controle de peso corporal, como flicoTHIN® da Garden of Life e Solaray Fucoxanthin
Férmula da Solaray® (ABU-GHOSH et al., 2021).

2.8.1.7 Pigmentos de protecéo solar e protecdo UV

Os aminodcidos multifuncionais do tipo micosporina (MAAS) sdo metabdlitos
secundarios extraidos de microalgas e cianobactérias que habitam ecossistemas marinhos
com alta exposicdo a luz solar, particularmente alta em radiacdo ultravioleta (UVR), para
protegé-los da energia luminosa prejudicial (ROSIC, 2019). Os MAAs mostraram alta
eficiéncia na absorcdo de radiacdo UVR na faixa de 310 e 360 nm (SUN et al., 2020),
competindo, portanto, com filtros comerciais (ABU-GHOSH et al., 2021). Os MAAs tém
recebido atencdo especial devido as suas aplicagdes em materiais ndo biolégicos como
tecidos, plasticos, vernizes e tintas para protegé-los contra a UVR que diminui sua
qualidade e durabilidade (KAGEYAMA & WADITEE-SIRISATTHA, 2018).

2.8.2 AplicacOes na agropecudria

2.8.2.1 Biofertilizantes

Microalgas sdo utilizadas na agricultura como biofertilizantes naturais para melhorar
as caracteristicas do solo, uma vez que possui fitohormdnios e grandes quantidades de
micro e macronutrientes necessarios para o desenvolvimento das plantas (GUO et al.,
2020). As concentracBes de extrato de microalga também podem ser usadas como
bioestimulantes de plantas para a germinacdo de sementes (STIRK & VAN STADEN,
2020).

Biofertilizantes sdo alternativas sustentaveis e organicas aos fertilizantes sintéticos,
com boa relacdo custo-beneficio (ABINANDAN et al.,, 2019) Alem disso, ha uma
crescente evidéncia de que as microalgas podem melhorar a saide do solo, reduzir a
ocorréncia de erosdo, podem ser usadas no tratamento de &guas residuais para irrigacao e

remocao de metais do solo e recuperacéo de nitrogénio (CASTRO et al., 2020).
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2.8.2.2 Nutricdo animal

Uma das principais aplicacfes dos acidos graxos, extraidos das microalgas, que tém
sido amplamente exploradas comercialmente € o enriquecimento de racGes para peixes
(MORAIS & COSTA, 2008). A piscicultura de agua doce €, geralmente, considerada o
maior empreendimento do setor na aquicultura mundial. Vérias das principais espécies sao
consumidoras de plancton. Este plancton consiste principalmente de microalgas
(fitoplancton), bactérias, protozoarios e zooplancton (ANDRADE & COLOZZI FILHO,
2014).

Um problema encontrado com o uso da biomassa de microalgas na alimentagdo
animal é a baixa digestibilidade, devido ao alto contetdo de celulose da parede celular.
Ruminantes, tais como gado, sdo capazes de digerir o material celulolitico sendo, portanto,
possivel utilizar microalgas diretamente na racdo animal (BECKER, 2004a).

A racgdo para uso na avicultura pode conter até 5-10% de biomassa de microalgas e
isso pode ter efeito positivo na coloracdo da pele e da gema dos ovos, devido a presenca de
carotenoides (BECKER, 2004a).

2.8.3 Aplicacbes como fonte de energia renovavel

2.8.3.1 Bio-06leo

O bio-6leo é obtido por tratamento térmico de biomassa seca na auséncia de oxigénio
a uma temperatura de cerca de 500°C e posteriormente submetido a resfriamento. Sao
semelhantes aos 6leos derivados do petréleo em termos de geracdo de energia e, portanto,
podem ser empregados como seus substitutos. A producdo de bio-6leo pode ser
classificada em duas etapas: pir6lise e liquefacdo termoquimica (BHATTACHARYA &
GOSWAM, 2020). A pir6lise é geralmente realizada em alta temperatura (350-530°C)
para converter biomassa seca em liquida, sélida e gasosa. A parte liquida consiste em bio-
6leo ou alcatrdo e biomassa. Além disso, contém diferentes compostos naturais, incluindo
lipidios, proteinas e carboidratos. No entanto, a quantidade de producdo de biomassa é
proporcional ao teor de lipidios presente nas algas. Muitas microalgas tém sido exploradas
para a producdo de bio-0leo pelo processo de pirdlise ou método de liquefacdo térmica
(PAN et al., 2018).
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2.8.3.2 Biometano

A producdo de biogas a partir da biomassa ganha importancia devido a necessidade
dos consumidores e com a conscientizacdo dos usuarios para o uso de fontes de energia
ecologicamente corretas. A produgdo de biogds pode ser realizada em um digestor
anaerobico contendo populagdo microbiana sinérgica que converte compostos de biomassa
de algas em metano e CO». Entdo, o metano pode ser utilizado de forma eficiente como
combustivel, bem como matéria-prima quimica (BHATTACHARYA & GOSWAM,
2020).

2.8.3.3 Bioetanol

A utilizacdo da biomassa de algas para a produgdo de bioetanol vem ganhando
atencdo devido a diversos fatores, incluindo alta eficiéncia da biomassa, melhor variedade
de algas, presenca de extensa composi¢cdo de amido e carboidratos, estruturas delgadas de
parede celular e altas taxas fotossintéticas dos organismos. Normalmente, a producdo de
bioetanol a partir de algas envolve dois métodos - fermentacdo e gaseificacdo
(BHATTACHARYA & GOSWAM, 2020).

2.8.3.4 Biobutanol

Em muitos paises da Asia, Europa e América do Sul, o desenvolvimento da cultura
de algas esta sendo realizado para a geracdo de bioetanol e biogas, embora nos EUA sejam
utilizadas para a producdo de biobutanol. Nos ultimos 100 anos, o butanol tem sido
utilizado como combustivel no transporte e tem sido sugerido como uma fonte potencial de
biocombustivel, para substituir o etanol como substancia aditiva de petréleo devido a sua
baixa pressdo de vapor e alta densidade de energia (CHO et al., 2017). Os micrdbios
usados para a producédo de butanol usam amido, acUcares e celulose presentes na biomassa
de algas como substancia; consequentemente, a producdo de butanol poderia ser tdo

lucrativa monetariamente quanto o etanol (GAO et al., 2016).
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2.8.4 Aplicagbes Ambientais

2.8.4.1 Fixacdo de CO»

A biofixacdo de CO2 por microalgas tem provado ser um método eficiente e
econdmico, principalmente devido a capacidade fotossintética desses micro-organismos ao
uso deste gas como fonte de nutrientes para o seu desenvolvimento. Morais e Costa (2007)
testaram em fotobiorreatores tubulares a capacidade de biofixacdo de CO2 por microalgas
Scenedesmus obliquo e Spirulina sp. em concentragdes de situacdo limitada e em excesso
de CO». A Spirulina apresentou os melhores resultados em todos os parametros avaliados,

dentre eles a taxa de crescimento especifica, produtividade e biofixacdo de CO..

2.8.4.2. Tratamento de efluentes

A composicao dos efluentes pode variar de acordo com sua origem. Muitos efluentes
podem conter grande quantidade de matéria organica, ou ainda apresentar altas
concentragcfes de metais toxicos, representando um grave problema para o meio ambiente
(SCHMITZ et al., 2012).

Shrikant & Madaan (2021) estudaram a aplicacdo da Chlorella sp. no tratamento de
efluentes gerados na fabrica de agrotoxicos. Os resultados obtidos para a relagdo luz:escuro
de 16:8 h mostraram remocéo de DQO de 49,09%; remogéo de DBO de 55,56%; Remocao
de fosfato de 96,06%; Amoénia de 32,47% e remocdo de sddio de 37,43% sob luz solar
natural. Da mesma forma, observou-se que com fonte de luz artificial em laboratério, as
eficiéncias melhoraram e atingiram 87,42%, 84,44%, 99,97%, 80,99%, 48,38% e 32,30%

para DQO, DBO, Fosfato, Amonia, Sédio e Potassio, respectivamente.

2.9 BIOCOMBUSTIVEIS

A crise energética esta intensificando globalmente em virtude do desenvolvimento
industrial e ao crescimento exponencial da populacdo. Fontes como gasolina, diesel, gas
natural, carvdo, que foram consideradas as fontes basicas para manter a vida, estdo se
esgotando devido ao uso extensivo. Além do mais, esses combustiveis fosseis liberam
gases toxicos e nocivos para a atmosfera e poluem o meio ambiente. Os niveis de gases de

efeito estufa (GEE) no ambiente aumentaram a uma taxa alarmante na era poés-
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industrializagdo em 25% do total. Os principais contribuintes incluem didxido de carbono
(CO32), metano (CH4), 6xido nitroso (N20O) e outros fluoro-hidrocarbonetos. Atualmente,
substituir os combustiveis fésseis por outras fontes alternativas, especialmente aquelas que
beneficiam o meio ambiente, é a melhor solucdo (ENAMALA et al., 2018).

Carvao bioldgico, biodiesel, bioetanol e biohidrogénio séo algumas fontes de energia
renovaveis promissoras. Cerca de 95% da producdo comercial atual de biodiesel é
produzida a partir de éleos vegetais comestiveis ao custo da destruicdo de recursos vitais
do solo, desmatamento, consumo de grande quantidade de dgua doce e grande parte das
terras ardveis. O aumento do preco do 6leo vegetal e a crise dos alimentos versus
combustiveis sdo problemas associados a geracdo de biocombustiveis a partir de plantas,
arvores e oleaginosas. Consequentemente, a demanda por outras fontes possiveis de
biocombustivel aumentou significativamente (SAJJADI et al., 2018).

Os biocombustiveis sdo divididos em trés geragdes, dependendo da fonte de onde séo
obtidos (LIEW et al., 2014):

» Biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos principalmente a partir de
sementes oleaginosas comestiveis, safras de alimentos e gorduras animais;

» Biocombustiveis de segunda geracdo usam residuos de biomassa de baixo valor,
como sementes oleaginosas ndo comestiveis, residuos de dleo de cozinha e matérias-
primas lignocelulosicas (por exemplo, residuos florestais, bagaco de cana-de-acucar,
palha de cereais);

» Biocombustiveis de terceira geracao derivados de microalgas.

A producéo de biocombustiveis usando as microalgas oferece as seguintes vantagens
(LI et al., 2008):

» A alta taxa de crescimento de microalgas torna possivel para satisfazer a demanda
massiva de biocombustiveis usando recursos de terra limitados sem causar déficit
potencial de biomassa;

+ O cultivo de microalgas consome menos agua do que as culturas terrestres;

» A tolerancia das microalgas ao alto contetdo de CO2 em fluxos de gas permite uma
diminuigédo de CO> de alta eficiéncia;

* A liberacdo de 6xido nitroso pode ser minimizada quando microalgas sdo usadas
para a producdo de biocombustiveis;

« A agricultura de microalgas pode ser potencialmente mais econébmica do que a

agricultura convencional.
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2.9.1 Biodiesel

O biodiesel ¢ um combustivel renovavel obtido a partir de um processo quimico
denominado transesterificacdo. Por meio desse processo, o0s triglicerideos presentes nos
6leos e gordura animal reagem com um alcool primario, metanol ou etanol, gerando dois
produtos: o éster e a glicerina. O primeiro somente pode ser comercializado como
biodiesel, ap6s passar por processos de purificacdo para adequacdo a especificacdo da
qualidade, sendo destinado principalmente a aplicacio em motores de igni¢do por
compresséo (ciclo Diesel) (ANP, 2021).

A sua mistura ao diesel fossil teve inicio em 2004, em carater experimental e, entre
2005 e 2007, no teor de 2%, a comercializacdo passou a ser voluntaria. A obrigatoriedade
veio no artigo 2° da Lei n° 11.097/2005, que introduziu o biodiesel na matriz energética
brasileira. Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente obrigatdria de 2%
(B2), em todo o territério nacional. Com o amadurecimento do mercado brasileiro, esse
percentual foi sucessivamente ampliado pelo CNPE (Conselho Nacional de Politica
Energética) até o atual percentual de 13,0% (Figura 10) (ANP, 2021).

O Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel ndo é restritivo, permitindo a
utilizacdo de diversas matérias-primas. Independente da matéria-prima e da rota
tecnoldgica, o biodiesel é introduzido no mercado nacional de combustiveis com
especificacdo Unica. Ainda que cada matéria prima tenha suas proprias caracteristicas, o
biodiesel comercializado em todo o territério nacional deve atender a especificacao
definida no Regulamento Técnico da Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (resolucdo ANP N° 45, de 25 de agosto de 2014). A Tabela 4 apresenta as
especificacOes brasileiras para a comercializacdo do biodiesel (ANP, 2020).

O biodiesel tem propriedades Unicas, que quase ndo incluem enxofre ou particulas
que contribuem para a poluicdo do ar. Enxofre e outros materiais particulado tém sido
responsaveis pela maioria dos problemas de fumaca preta e odor comumente atribuidos aos
combustiveis diesel. O biodiesel também tem maior lubricidade do que o diesel de
petroleo, que é a capacidade de reduzir o atrito das pecas madveis. Além disso, o biodiesel
de algas € um combustivel neutro em carbono, o que significa que assimila quase 0 mesmo
CO; durante o crescimento de algas e quando € liberado na combustdo. Com base nas
analises do ciclo de vida, o uso do biodiesel pode melhorar a qualidade do ar; reduzir as
concentragOes atmosféricas de CO2 e diminuir a manutencdo do motor (GALLAGHER,
2011).
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FIGURA 10 - Linha do Tempo dos percentuais de adi¢do de biodiesel para formulagéo do diesel B.

Janf2008 Wlf2009 Axo/2014 Mar/f2017 Setf2019 Mar/2021 Mar/2023
Julf2008 Janf2010 Nov/2014 Mar/2018 !M-r/zozo Mar/2022 !

FONTE: ANP (2021).

TABELA 4 - Especifica¢fes do Biodiesel.

Caracteristica Limite
Aspecto LIl
Massa especifica a 20° C 850 a 900 kg/m?
Viscosidade Cinematica a 40°C 3,0 26,0 mm2/s
Teor de 4gua, max. 200,0 mg/kg
Contaminagdo Total, max. 24 mg/kg
Ponto de fulgor, min. 100,0 °C

Teor de éster, min.

96,5% massa

Cinzas sulfatadas, max. 0,020% massa
Enxofre total, max. 10 mg/kg
Sédio + Potassio, max. 5 mg/kg
Célcio + Magnésio, max. 5 mg/kg
Fo6sforo, max. 10 mg/kg
Corrosividade ao cobre, 3h a 50°C, max. 1
Ndmero Cetano Anotar

indice de acidez, max.

Glicerol livre, max.

0,50 mg KOH/g

0,02% massa
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Glicerol total, max. 0,25% massa
Monoacilglicerol, max. 0,70% massa
Diacilglicerol, max. 0,20% massa
Triacilglicerol, max. 0,20% massa
Metanol e/ou Etanol, max. 0,20% massa
indice de lodo 9/100g
Estabilidade a oxidagdo a 110°C, min. 12 h

Fonte: ANP (2020) modificado.

2.9.2 Transesterificagio

O oleo de microalgas consiste em compostos de hidrocarbonetos (triacilglicerideos)
que ndo sdo adequados para a maioria dos motores a diesel. O 6leo de microalgas pode ser
modificado para uso em motores a diesel por um processo quimico conhecido como
transesterificacdo (GALLAGHER, 2011). Sendo a principal vantagem desse processo é a
simplicidade da técnica (SUAREZ et al., 2007). O processo de obtencdo de biodiesel por
transesterificacdo envolve a reacdo de triacilglicerideos com alcoois de cadeias curtas em
presenca de um catalisador, produzindo &cidos graxos (MENEGHETTI et al., 2013) e
glicerina. A glicerina é um coproduto que é removido e vendido para reduzir custos
(GALLAGHER, 2011).

A reacdo de transesterificacdo ocorre em trés reacfes consecutivas e reversiveis. O
triacilglicerideo é convertido em diacilglicerideo, em seguida o diacilglicerideo €
convertido em monoacilglicerideo, e este por ultimo é convertido em glicerol, liberando
em cada etapa um mol de éster (Figura 11). A estequiometria da reagdo requer trés mols de
alcool para cada mol de triacilglicerideo, entretanto, para deslocar o sentido da reacdo no
sentido da formacdo de produtos é utilizado um excesso do alcool (SRIVASTAVA &
PRASAD, 2000).

O metanol é o alcool mais utilizado para produgdo do biodiesel no Brasil e no
mundo, sendo seu custo no mercado internacional menor que o do etanol. O etanol gera um
nucledfilo com maior obstrucéo estérica, dificultando sensivelmente a reacdo. Embora a

temperatura de ebulicdo do etanol (aproximadamente 78°C) seja apenas ligeiramente
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superior a do metanol, a recuperagdo do excesso é dificultada pela formacdo de azeotropos,
fendmeno ndo observado quando do uso do metanol como agente de transesterificagéo
(RAMQOS et al., 2017).

FIGURA 11 - Etapas no processo de transesterificacao de triacilglicerideos

—_

. Triacilglicerideo + R — OH « Diacilglicerideo + R'— CO — OR

I

. Diacilglicerideo + R — OH ++ Monoacilglicerideo + R — CO — OR

Lad

. Monoacilglicerideo + R — OH «+ Glicerol + R~ —CO - 0OR

FONTE: SRIVASTAVA & PRASAD (2000).

2.9.3 Transesterificacao in situ

Para converter lipidios em biodiesel, os lipidios geralmente sdo extraidos primeiro da
biomassa seca, seguido pela transesterificacdo. No entanto, este processo convencional
exige grande quantidade de energia. Um método inovador que pode simplificar o processo
de reacdo e diminuir o gasto de energia é realizar a transesterificacdo diretamente na
biomassa sem extracdo prévia de lipidios; tal processo é frequentemente referido como
transesterificacdo in situ ou direta (CHEN et al., 2020). Da maneira que o método in situ
compreende a extracdo e conversdo em uma Unica etapa, dispensa a necessidade de
primeiro isolar o lipideo antes de converté-lo em biodiesel, o que pode levar a uma reducao
no custo (DONG et al., 2013)

2.9.4 Principais fatores que influenciam a reagéo de transesterificagéo in situ

Os principais fatores que influenciam a eficiéncia da reacdo de transesterificacdo in
situ sdo o tipo de catalisador, temperatura, tempo de reacdo, velocidade de agitacéo,
umidade da biomassa, razdo molar &lcool/6leo e parede celular da microalga (SALAM et
al., 2016).

Os catalisadores empregados podem ser do tipo 4cido, basico ou enzimético (VASIC
et al., 2020), baseado nisso, catalisadores basicos e acidos podem ser subdivididos em
catalisadores homogéneos e heterogéneos (MA et al., 2021). O oleo de microalga

comumente apresenta elevados valores de acidez, ao utilizar catalisadores basicos
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homogéneos ocorre o0 processo de formagdo de sabdo, promovendo um menor rendimento
de biodiesel (GULDHE et al., 2014), além de possuir uma seletividade referente ao tipo de
lipideo, ocasionando o processo de saponificacdo em altas concentragdes de acidos graxos
livres. Contudo, em condicGes Gtimas, as reacOes cataliticas com base homogénea sdo mais
rapidas quando comparadas com as de catalisadores &cidos homogéneos (KARPAGAM, et
al., 2021). Em contrapartida, catalisadores acidos homogéneos séo indiferentes a &cidos
graxos livres e capazes de catalisar sua esterificacdo, mas como desvantagem sao
corrosivos para instalagdes metalicas. Outra desvantagem, que ambos possuem, € nao
poderem ser reutilizados como os catalisadores heterogéneos (MA et al., 2021).

As principais vantagens do catalisador &cido heterogéneo sdo sua compatibilidade
com alta quantidade de &cidos graxos livres, uma separacdo mais facil assim resultando em
uma alta qualidade do produto e a eliminacdo do processo de lavagem do biodiesel. Os
heterodcidos sdo facilmente regenerados e reciclados. Suas maiores limitacfes sdo o
requerimento de maior temperatura e tempo. Dentre os catalisadores acidos heterogéneo
estdo os Oxidos metélicos e 6xidos mistos, heteropolidcidos, resinas poliméricas &cidas,
zedlitas, derivados de carbono ou lignina. A reacdo de transesterificacdo catalisada por
base heterogénea € mais rapida do que a transesterificacdo catalisada por &cido
heterogéneo. Exemplos de catalisadores basicos heterogéneos sdo os vérios Oxidos de
metais alcalinos, 6xidos alcalino-terrosos, éxidos de metais de transicéo, e 6xido misto que
mostram a natureza basica, carbono ou lignina suportados com grupos funcionais basicos
ativos, liquido idnico basico e composto organico basico (NAYAK et al., 2019).

Catalisadores enzimaticos sdo retirados de plantas, animais e fontes microbianas,
como fungos e bactérias. A lipase é a enzima mais utilizada para produzir biodiesel de alta
qualidade, em razdo a sua alta tolerancia a agua, bom desempenho operacional em
condicdes amenas, além de uma facil recuperacdo. Distintos métodos de imobilizacdo sao
utilizados para simplificar o processo de retirada e reutilizacdo das enzimas na
transesterificacdo, dentre eles estdo a adsorcdo de suporte macroporoso e encapsulamento
de aerogel de silica. A transesterificacdo enzimatica assistida por micro-ondas € limpa e de
baixo custo, todavia, 0 tempo necessario para a transesterificacdo utilizando catalisador
enzimatico é alto e a possivel desativacéo termica da enzima s@o limitagcdes do processo
(NAYAK et al., 2019).

A reacdo de transesterificacdo em meio basico homogéneo, utilizando um &lcool de
cadeia curta, pode ser realizada em temperaturas maiores a 40°C. Todavia, a aplicacdo de

temperaturas mais elevadas é capaz de beneficiar ndo apenas a reacéo de transesterificacao,
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como também favorece a realizacdo de reagdes paralelas indesejaveis (RAMOS et al.,
2017).

A utilizacdo de alcool metanol na transesterificacdo em situ desempenha o papel de
reagente e extrator. Entretanto, no papel de extrator de oleo, ele ndo possui uma alta
eficiéncia, contribuindo para que ocorra uma baixa conversdo de biomassa para biodiesel.
Para resolver essa questdo, € possivel adicionar outro solvente de melhor desempenho
extrativo, como por exemplo o cloroférmio ou 0 hexano, na reacdo in situ. Outro fator que
influencia na reacdo para producédo de biodiesel € a quantidade de alcool presente no meio
reacional. Uma quantidade excessiva é fundamental para deslocar a reagdo no sentido dos
produtos, e saber a propor¢do ideal de alcool e biomassa, faz com que ocorra uma alta

conversdo em biodiesel e uma economia de custo (LI et al., 2011).
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CAPITULO 3-ESTADO DA ARTE

3.1 CULTIVO MICROALGAS

Almutairi e colaboradores (2021) em seu trabalho, concluiram que o perfil de ésteres
metilicos de &cidos graxos (FAME), obtidos por meio do cultivo com inducgdo de estresse,
devido a alta quantidade de salinidade, € alterado, o tornando mais viavel para a producao
de biodiesel. Eles utilizaram para a pesquisa aguas residuais de tratamento de osmose
reversa (ORW), que possuia salinidade de 67,59 g L™, e a testaram tratada quimicamente
para reducdo da salinidade (TRW), chegando um valor de 39,1 g L™ de salinidade. O
crescimento da Chlorella vulgaris em meio BG-11 resultou em 1,23 g L™ de biomassa
seca, enquanto o cultivo em ORW e TRW foi de 1,49 e 2,19 g L™ respectivamente. O teor
de Gleo celular foi de apenas 12% para o meio BG-11, 14,3% para ORW e 15,42% para
TRW.

Liu e colaboradores (2021) compararam o crescimento da microalga M. reisseri FM1
em cultura em lote (8 g L), cultura em lote alimentado (alimentado com 2 g L quatro
vezes) com glicose, maltose e acetato de sodio, respectivamente. Revelaram que o modo
lote alimentado pode promover significativamente a taxa de crescimento especifica e a
producdo de biomassa em comparacdo com cultura em lote. No ensaio de lote alimentado,
0 conteudo de biomassa seca obtido a partir das trés fontes de carbono (glicose, maltose e
acetato de sddio) aumentou 31,4%, 49,2% e 67,0% em comparagdo com a cultura em lote,
correspondentemente, a taxa de crescimento especifica (dial) em 5,7%, 8,3% e 10,9%,
respectivamente.

Jayakumar e colaboradores (2021) investigaram as microalgas Pleurosigma sp.,
Amphora sp. e Amphiprora sp. Os resultados revelaram que Amphiprora sp. cultivadas em
meio f/2 modificado por meio da adi¢éo de 30g de SiO2 com nano mesoporos (SiO2-NP),
apresentaram maior rendimento de biomassa e maior taxa de crescimento em todas as
andlises, além de ter maior rendimento de 6leo 52,94 + 0,42%.

Whangchai e colaboradores (2021) pesquisaram o cultivo fototrofico e mixotréfico
de C. vulgaris para melhorar o rendimento de biomassa, teor de lipidios, teor de lipidios
neutros e composicao de acidos graxos. O cultivo fototréfico de C. vulgaris produziu 1,28

g L de peso celular seco e teor de lipidios de 15,3% no dia 18, enquanto no modo
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mixotrofico de cultivo, o acetato a 0,4% rendeu peso celular seco maior de 2,7 g L e
20,8% de lipidios em comparagdo com dextrose e bicarbonato.

Morales-Sanchez e colaboradores (2020) analisaram qual os melhores fatores para o
cultivo da microalga Chlamydomonas malina RCC2488, que cresce em ambientes polares
e possui grandes quantidades de biomassa e &cidos graxos poliinsaturados (PUFA).
Obtiveram que as maiores produtividades de biomassa (527 mg L™ dia), lipidios (161,3
mg L™ dia?) e 4cidos graxos poliinsaturados (PUFA; 85,4 mg L dia™) foram obtidas em
uma salinidade de 17,5, intensidade de luz de 250 pumol fotons m2s ! e condicdes repletas
de nitrogénio.

Xu e colaboradores (2020) tiveram como objetivo investigar o acimulo de lipideos e
a distribuicdo de EPA (&cido eicosapentaendico C20:5) E. vischeri JHsu-01 em condicdes
de limitacdo e replicacdo de nitrogénio. Os resultados mostraram que a limitacdo de
nitrogénio pode restringir substancialmente o crescimento da microalga e inibir a sintese de
EPA, mas aumenta o acimulo de lipidios neutros. E. vischeri JHsu-01 distribuiu mais EPA
nos lipidios da membrana sob condicBes repletas de nitrogénio, enquanto aqueles sob
condicdes limitadas por nitrogénio tenderam a alocar EPA em lipidios de armazenamento.

Han e colaboradores (2020) estudaram a Nannochloropsis sp. e modificaram com o
gene AtDXS. Em comparagdo com o tipo selvagem, a Nannochloropsis AtDXSoe3 obteve
um aumento na producao de lipidios ~ 68,6% na deplecdo de nitrogénio (~ 1,08 g L) e ~
110,6% em alta luz (~ 1,15 g L™). Quanto ao lipidio neutro (triacilglicerol, TAG), as cepas
modificadas produziram ~ 93,2% mais na deplecio de nitrogénio (~ 0,77 g L) e ~ 148,6%
mais na luz alta (~ 0,80 g L) do que o tipo selvagem. Esses valores excedem 0s registros
disponiveis em microalgas industriais projetadas.

Aburai e colaboradores (2020) estudaram os efeitos da fonte de luz na producédo de
biomassa e lipidios da microalga aérea Coccomyxa sp. Quando o biofilme Coccomyxa sp.
foi cultivado em algoddo umido com meio BBM em uma placa de Petri sob o LED
vermelho, ele foi capaz de crescer e acumular lipidios sob a condicao de fase aérea.

Gongcalves e colaboradores (2019a) em seu trabalho analisaram os efeitos dos fatores
intensidade luminosa, fotoperiodo, pH, NaCl e concentracdo de nitrogénio na producgéo de
carotenoides, utilizando a microalgas Tetradesmus acuminatus. A otimizagdo dos valores
de intensidade de luz e fotoperiodo resultou na producdo maxima de carotenoides em mg
g* (85 umol m2 s%; 15,8:8,2 h luz:escuro) e em mg L™ (595 pmol m™2 s7* por 24h). A
validacdo experimental dos resultados mostrou sinteses de 7,6 mg g de astaxantina e 9,1

mg g * de B-caroteno.
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Gongcalves e colaboradores (2019b) investigaram os efeitos das condigdes espectrais
de energia e intensidade Iluminosa que induziram a estimulacdo fotoquimica de
Tetradesmus sp. para a sintese de carotenoides e clorofilas a e b. A maior concentracédo de
biomassa (4,06 + 1,31 g L ™) ao final do cultivo foi observada com a combinacio da luz
visivel com a luz verde na intensidade luminosa de 95 umol m2s%, A combinagéo de luz
vermelha: verde, na intensidade de 50 umol m2s™%, promoveu as maiores concentracoes de
carotenoides totais (6,09 + 0,29 mg gbiomassa™), clorofila a (10,08 * 0,75 mg
gbiomassa?) e clorofila b (2,04 + 0,66 mg gbiomassa 2).

Schuelter et al. (2019) em seu trabalho avaliou a atividade antimicrobiana de extratos
obtidos do cultivo da biomassa de microalgas isoladas, mediante o didmetro do halo de
inibicdo (mm). Na pesquisa utilizou-se as suspens@es bacterianas das espécies Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes. O extrato da microalga Poterioochromonas malhamensis
produziu halos de inibicdo contra as cepas bacterianas selecionadas, sendo mais eficaz
contra E. coli (15,97 £ 2,04 mm), seguido por S. typhimurium (10,86 £ 1,71 mm) e S.
aureus (5,41 £ 0,91 mm), consequentemente classificada como um potencial produtor de
compostos biologicamente ativos com atividade antimicrobiana contra patdégenos de
origem alimentar e outros.

Hinterholz et al. (2019) estudou o aprimoramento de um fotobiorreator de placas
planas por intermédio da aplicacdo da fluidodinamica computacional, para a obtencdo de
um cultivo de alta densidade, utilizando a microalgas P.malhamensis em meio M-8
modificado. Os resultados da simulacdo mostraram que a adicdo de defletores perfurados
aumentou consideravelmente a producdo de biomassa em funcdo das mudancas no

movimento do fluido e turbuléncia.

3.2 LIPIDIOS DE MICROALGAS

Vieira e colaboradores (2021) estudaram a microalga Scenedesmus obliquus e a
influéncia da quantidade de biomassa e o0s tipos de agitacdo no processo de extracdo. A
eficiéncia da extracdo de multiplos estagios de lipidios brutos foi drasticamente diminuida
por altas razdes biomassa-solvente, e 0 uso de sistemas de mistura adequados e tempos de
mistura mais longos aumentaram a eficiéncia dessa operagdo unitaria. O maior teor de
lipidios foi obtido usando agitador orbital (210,1 + 10,9 mg g 1), tempo de retencio de 55
min e relago biomassa-sélida de 6,6% (g g 1).
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Bhuyar e colaboradores (2021) em seus resultados obtidos mostram que a adi¢do de
ureia exibiu uma condicdo adequada para as células de microalgas Coelastrum sp. para a
producdo de lipidio. Portanto, concluiu-se que nutrientes suficientes aumentam o teor de
lipidios mais alto nas células microalgais. Além disso, o cultivo em meios depletados de
nitrogénio causa ndo apenas agregacdo de lipidios em células, mas também uma mudanca
incremental na composicdo de lipidios de lipidios ricos em &acidos graxos livres para
lipidios contendo principalmente triglicerideos.

Teco-Bravo e colaboradores (2021) pesquisaram os perfis lipidicos de dois
modificados tolerantes a &cido (M1 e M5) e uma cepa de tipo selvagem de Chlorella
saccharophila. Em comparagdo com as linhagens modificadas M1 e M5, a cepa selvagem
apresentou a maior abundancia relativa de hidrocarbonetos (73,63%), enquanto a
abundancia relativa de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES) obtidos foi maior no
M1 (28,39%) e M5 (29,17 %) modificados do que na cepa selvagem. Lipidios de alto
valor, incluindo terpenos e alcoois graxos, também foram detectados em proporgdes
maiores nos modificados M1 e M5 do que na cepa selvagem, enquanto esterdis foram
detectados apenas nos modificados M1 e M5.

Amorim e colaboradores (2020) analisaram um problema atual da extragdo de
lipidios da biomassa Umida, que consiste em formacgdo de emulsdes durante a mistura da
biomassa microalgal e solventes organicos. A extracdo de lipidios umidos de biomassa
desproteinizada resultou em uma emulsao menos estavel que liberou duas vezes o solvente
do que a biomassa de controle. No entanto, a separagdo mais rapida de fases que ocorreu
durante a extracdo de lipidios Umidos da biomassa desproteinizada resultou em um
rendimento de lipidios duas vezes menor do que a biomassa de controle.

Ding e colaboradores (2020) propuseram estratégia de coextracdo de lipidios usando
a microalga Chlorella pyrenoidosa e o claddcero plancténico Daphnia. A coextracdo
ocorre quando Daphnia ingere e digere a microalga C. pyrenoidosa em um processo de
pré-tratamento, depois disso, os lipidios desses organismos sao extraidos. As taxas 6timas
de extracao de lipidios e recuperacdo de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMESs) foram
de até 41,08% e 12,35%, respectivamente, que foram maiores do que o método tradicional
de extracdo de lipidios, que utilizava apenas a microalga na hora da extracdo, devido ao
rico teor de 6leo de Daphnia.

Sanchez-Bayo e colaboradores (2020) em seus estudos com extracdo de lipideos a
partir de microalgas utilizando diversos solventes (hexano, cloroférmio e metanol,

metilciclohexano, acetato de etila) concluiram que a extracdo esta condicionada a
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polaridade do solvente, quanto maior constante dielétrica do solvente, maior sera o
rendimento na extracéo.

Daneshvar e colaboradores (2020) avaliaram a composi¢do de acidos graxos nos
lipidios da microalga Scenedesmus quadricauda cultivada em meio BBM e DWW ap6s um
dia da colheita (biomassa fresca) e dois meses depois (biomassa armazenada). Concluiram
que houve uma diferenca significativa no perfil lipidico da biomassa de microalgas fresca e
armazenada. Em todos os casos 0s acidos graxos saturados, aumentaram significativamente
na biomassa de microalgas armazenada, enquanto a porcentagem de &cidos graxos
monoinsaturados e &cidos graxos poliinsaturados, foram observados mais elevados na
biomassa microalgal fresca.

Park e colaboradores (2020) estudaram a extracdo do 6leo da microalga N. oceanica,
tanto na sua forma seca quanto na sua forma Umida, utilizaram como solvente o hexano, a
mistura hexano - metanol (7:3), e cloroférmio - metanol (7:3). Obtiveram como resultado
uma maior eficiéncia empregando como solvente a mistura cloroférmio - metanol em
células secas (114,3%) e o menor resultado para hexano em células umidas (12,7%). Para o
hexano — metanol a diferenca entre as células secas e a células imidas foi de apenas 5,6%.

Zhou e colaboradores (2019) investigaram o processo de extracdo de lipidios
auxiliado por micro-ondas utilizando a microalga Scenedesmus obliquus cultivada em
aguas residuais. Os parametros de extracdo ideais foram determinados como: temperatura
operacional de 130°C, tempo de extracdo de 0,25 h, proporcdo de solvente de n-
hexano/isopropanol de 3:2 (V:V), proporcdo de fase de cossolvente/biomassa de 50:1
(mL:g). Taxas de extracdo relativa de ésteres metilicos de lipidios e acidos graxos
(FAMES) alcancadas usando extracdo assistida por micro-ondas foram 88,25% e 95,58%,
respectivamente, o que é superior ao processo tradicional de extracdo por aguecimento em

banho-maria.
3.3 BIODIESEL A PATIR DE MICROALGAS
3.3.1 Indireta
Jayakumar e colaboradores (2021) estudaram as microalgas Pleurosigma sp.,
Amphora sp. e Amphiprora sp para a producdo de biodiesel. A microalga Amphiprora sp.

obteve 0 melhor rendimento (em meio F2 modificado pela adicdo de Mesoporous Nano
SiO2. sob 24 pmol m %! de intensidade de luz) de 81,47 + 1,59% ao usar 2% da
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guantidade de catalisador, com razdo de volume de 1,5:1 de metanol: éleo em 3 horas de
reacdo a 65°C.

Mandik e colaboradores (2020) avaliaram a extracdo de lipidios da microalga
Chlorella sp. utilizando como solvente o n-hexano e a mistura cloroférmio e metanol
(método Bligh e Dyer) e em seguida realizou a transesterificagdo que consistiu em
adicionar Cloroférmio e metanol na raz&o volumétrica de 1,35: 1 e 4cido sulfdrico 5% p:v
como catalisador &cido, foram adicionados aos lipidios extraidos a uma razdo
solvente:lipidio de 4: 1 (v:p) e a mistura foi sonicada em 50°C por 40 min. Como resultado
obteve 26,3% e 32,8% de acidos graxos livres para o hexano e para o cloroférmio:metanol,
respectivamente.

Park e colaboradores (2020) estudaram a transesterificacdo e a esterificacdo do 6leo
obtido da microalga N. oceanica. Eles utilizaram dois 0Oleos, um apenas extraido da
microalga com alta carga de clorofila, e outro tratado com KOH para a remocdo da
clorofila. Os catalisadores empregados foram KOH, H2SOs, ZSM-5, Na/ZSM-5 e SO4
2/ZSM-5. Para o 6leo tratado com KOH, o teor de 4cidos graxos obtidos, foram acima de
90% para todos os catalisadores, menos para a ZSM-5, que obteve um pouco mais de 20%.
J& para o 6leo ndo tratado, os melhores rendimentos foram com KOH e H2SO4, que ficaram
acima de 75%.

Teo et al. (2016) utilizaram o 6leo proveniente da microalga Nannochloropsis
oculata, por meio da extracdo de lipidios utilizando a técnica de Bligh & Dyer, para reacao
de transesterificacdo, utilizando nano catalisador de metoxido de célcio. O rendimento de
FAME (éster metilico de acido graxo) aumentou significativamente de 6,9% para 85,4%
com razdo molar de metanol de 10:1 para 60:1 (razdo alcool:6leo). A concentracdo de
catalisador durante a reacao variou de 0 a 15 % em peso por 3 horas a 60°C. O rendimento
méaximo de FAME de 92,0% foi obtido a 12 % em peso de dosagem de catalisador.

Vijayaraghavan e Hemanathan (2009) trabalharam com o 6leo extraido da microalga
Chlorella vulgaris para realizacdo do processo de transesterificacdo, utilizando etanol na
presenca de hidroxido de potéassio como catalisador. Utilizaram a proporcdo 250:75 em
volume de triglicerideos:etanol com 1,25% de catalisador. Alcangcaram uma conversdo
completa dos triglicerideos em ésteres etilicos de acidos graxos (biodiesel) no tempo de
360 min. Ao estudar o efeito do tempo de secagem da biomassa microalgal, obtiveram o
teor de lipidios de 38, 46, 48 e 34% para 0s tempos respectivos de 30, 90, 120 e 240 min.

Li et al. (2007) analisaram os fatores temperatura, tempo, teor de 4gua e razdo molar

para obter o maior rendimento em biodiesel, por meio da reacdo de transesterificacao,
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utilizando o 6leo da microalga Chlorella protothecoides catalisada pela lipase imobilizada
da Candidia sp. A melhor combinacdo do processo de transesterificacdo enzimatica de
lipidios foi de 75% de lipase imobilizada (g g™*), teor de agua de 10% (mL mL™) com base
na quantidade de lipidios, razdo molar 3:1 de metanol para 6leo alimentado em batelada
trés vezes, na temperatura de 38°C e valor de pH de 7,0. Com essas condi¢fes, uma
conversao de 98,15% foi alcancada em cerca de 12 h.

3.3.2 Direta (in situ)

Ehimen et al. (2011) em seu trabalho estudaram a influéncia da quantidade de &lcool
e da temperatura na reacao de transesterificacdo in situ. Para realizacdo dos experimentos
utilizaram a microalga Chlorella cultivada em meio BG-11 a 25°C, posteriormente seca em
estufa a 80°C até peso constante. Para reagdo, utilizaram 2,2 ml de acido sulfarico (98% de
pureza) como catalisador para 15 g de microalga. Os resultados obtidos indicaram uma
melhoria da conversdo do 6leo de microalga para ésteres metilicos de acidos graxo com o
aumento da temperatura e aumento do volume de alcool, com as menores conversdes de
equilibrio observadas para um volume de metanol de 20 ml, para todos os niveis de
temperatura estudados (23, 30, 60 e 90 C). No entanto, com 0 uso de volumes de &lcool
acima de 60 ml, ndo foram observadas diferenca significativas na conversdo utilizando a
temperatura de reacdo de 60 e 90°C obtendo uma conversdo préxima de 92,5% de FAME
(éster metilico de &cido graxo).

Laurens et al. (2012) estudaram a transesterificacdo in situ da microalga
Nannochloropsis sp utilizando diferentes catalisadores, obtendo como resposta o teor de
FAME (éster metilico de acido graxo). Os catalisadores basicos, Metoxido de sédio
(NaOMe) e Tetrametilguanidina (TMG), alcancaram rendimentos de FAME inferior aos
obtidos pela catalise acida (0% para NaOMe e ~7,7% para TMG). Para transesterificacdo
utilizando &cido cloridrico em metanol obtiveram o rendimento aproximado de 10,7%.

Ghosh et al. (2017) avaliaram melhor método de transesterificacdo, direta (1 etapa)
ou indireta (2 etapas), e melhor catalisador &cido, dentre HCI e H2SOs, para producéo de
biodiesel utilizaram a microalga Chlorella sp. O melhor resultado encontrado foi para o
HCI em uma Unica etapa, alcancando um rendimento de 58% (peso de biodiesel/peso do
6leo), e o pior resultado para H2SO4 em uma Unica etapa, com rendimento de 44% (peso de

biodiesel/peso do 6leo).
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Johnson e Zhiyou (2009) compararam a producdo de ésteres metilicos de acidos
graxos das reagOes de transesterificacdo direta e indireta (extragdo+transesterificacéo),
utilizando a microalga Schizochytrium limacinum. Como resultado, obteve um maior
rendimento de biodiesel de ~67% em base de biomassa seca, para transesterificacdo direta
a 90°C, em 40 minutos, utilizando metanol como solvente, hexano como cossolvente e
acido sulfarico como catalisador, na propor¢do em volume de 3,4:0,6:4. Para
transesterificacdo indireta utilizou-se as mesmas condicbes de temperatura, tempo,
quantidade de solvente, cossolvente e catalisador, obtendo um rendimento de 57% em base
de biomassa seca, porém, utilizou cloroférmio em substituicio ao hexano como
cossolvente na reagéo.

Li et al. (2010) avaliaram os efeitos do volume dos cossolventes, cloroformio e n-
hexano, no rendimento de biodiesel e no teor de FAME (ésteres metilicos de &cidos
graxos) por meio da transesterificagdo in situ de Chlorella pyrenoidosa. A reacdo foi
realizada a 90°C com 1 g de p6 de microalgas, 4 mL de metanol, acido sulfarico 0,5 molar,
e volume do cossolvente foi fixado em 2, 4, 6 e 8 mL. O teor de FAME de todas as
amostras manteve-se acima de 98%, sugerindo que o biodiesel € de alta qualidade. Para o
volume de cossolvente de 2 mL a 6 mL, a producéo de biodiesel aumentou com 0 aumento
da quantidade de cossolvente, tanto para o cloroférmio quanto para o n-hexano. O maior
rendimento de biodiesel foi obtido nas condi¢Ges de 6,0 mL de n-hexano e 8,0 mL de
cloroférmio onde a eficiéncia de conversdao de biomassa para biodiesel foi de 94,3% e

95,7%, respectivamente.

3.3.3 Supercritica

Jafari e colaboradores (2021) avaliaram um método de etapa Unica que converte
diretamente microalgas Umidas em biodiesel diretamente com o envolvimento de dixido
de carbono supercritico. O didxido de carbono é explorado em um estado supercritico para
extrair simultaneamente lipidios da biomassa de algas impregnada com 15 mL de etanol
por 1 g de microalga seca e transesterificar esse extrato para gerar ésteres etilicos de acidos
graxos. Biomassa microalgal umida de Nannochloropsis oculata foi usado como biomassa
para alimentacdo e H>SO4 foi utilizado como catalisador neste processo. A eficiéncia da
producdo de biodiesel é afetada pela temperatura e pelo teor de 4gua. A dgua tem um efeito
negativo na produtividade em temperaturas menores que 150°C. Por outro lado, em

temperaturas de ~ 150°C, a produtividade do biodiesel néo foi influenciada negativamente,
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apesar do alto teor de agua. Esses resultados sugerem que, ao aumentar a temperatura do
processo, o biodiesel pode ser produzido de forma eficaz a partir de microalgas Umidas,
reduzindo assim seus custos de producéo.

Rathnam e colaboradores (2020) avaliaram a formacdo de ésteres etilicos de acidos
graxos, utilizando microalgas secas em supercritico com etanol e acetato de etila. Como
resultado, obtiveram uma conversdo superior a 60% para o solvente etanol em todas as
proporcOes entre algas e agente de etilacdo (peso:vol). J& para o acetato de etila em
nenhuma proporcdo alcancaram 40% de conversdo. J& no quesito pressdo, para 0s dois
solventes, houve um aumento na conversdo em razdo do aumento da pressao, estabilizando
entre 23 e 25 Mpa.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTIVO

Para realizagdo das atividades a microalga P. malhamensis foi coletada no dia
10/02/2016 na cidade de Toledo - PR, em uma fonte de agua (24°43'53.8"S
53°44'21.9"W), e possui cadastro no sistema nacional de gestdo do patriménio genético e

do conhecimento tradicional associado (SisGen) n® A962896.

4.1.1 Meios de cultivo

Empregou-se meio de cultivo BG-11 liquido sob agitacdo para reativacao do inoculo,
enquanto para o cultivo em biorreator de 10 L de placas planas foi utilizado o meio M-8
modificado.

Para o preparo do meio BG-11 foram preparadas 9 solucBes de estoque. Adicionou-
se em um baldo volumétrico com capacidade de 1 L, 10 mL de cada solucdo estoque de 1 a
8 (Tabela 5), e 1 mL da solucdo estoque 9 (Tabela 6), completando o volume com agua
deionizada. A solucéo final foi esterilizada em autoclave a 1 atm. por 20 minutos, e
armazenada em refrigerador (STANIER et al., 1971).

TABELA 5 - Composicéo do meio de cultivo BG-11.

Solugdes Concentracéo (g L?)

1 NaNO3 150,0

2 KoHPO, 4,0

3 MgSO..7H,0 7,5

4 CaCl,.2H0 3,6

5 Acido citrico.H-0O 0,6

6 Citrato de aménio e ferro 111 0,6

7 Na,EDTA.2H.,0 0,1

8 Na,COs 2,0

9 Solucéo de micronutrientes -

FONTE: O autor.




TABELA 6 - Composicao solucdo de micronutrientes.

Substancia Concentracéo (g L™?)
1 H3:BO3 2,86
2 MnCl,.4H,0 1,81
3 ZnS04.7H.0 0,22
4 Na,Mo004.2H,0 0,39
5 CuS04.5H20 7,9x 1072

FONTE: O autor.
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Na Tabela 7 esta apresentado a concentracdo das solugdes de estoque e a quantidade

de cada uma adicionada em um baldo volumétrico de 1 L para o preparo do meio M-8

modificado e completado com agua deionizada, sendo a solucdo final esterilizada nas

mesmas condi¢Bes que o meio BG-11 (HINTERHOLZ et al., 2019).

TABELA 7 - Composi¢do do meio de cultivo M-8 modificado.

Quantidade em mL

Solugdes Concentracéo (g L™?) adicionado em 2 L
1 Ureia 300 18
2 KH2PO4 150 29,6
3 CaCl,.2H,0 50 1,56
4 FeS04.7H0O 60 13,02
5 MgS0..7H,0 200 12
6 MnCl,.4H,0 39 1,98
7 CuS04.5H0 18 0,6
8 ZnS04.7H,0 50 0,38

FONTE: O autor.

4.1.2 Manutencdo das células

As células isoladas e identificadas por Schuelter et al. (2019) foram mantidas em

placas de Petri contendo uma mistura do meio BG-11 solidificado (1,5% é&gar

bacterioldgico), permanecendo em camara de germinacdo (NI-4101 New Lab) a

temperatura controlada de 24°C e com iluminacio constante de 28 pmol m?2 s,

1

A
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repicagem das cepas ocorreu a cada 15 dias em placas de Petri contendo meio de cultivo
BG-11 solido previamente preparado.

4.1.3 Cultivo de ativacdo

Os cultivos de ativagdo foram realizados em erlenmeyer com capacidade para 125
mL, onde foram adicionados 50 mL de meio de cultivo BG-11, as células da espécie de
microalga e 0,15 g de bicarbonato de sddio. Os erlenmeyers ficaram dispostos em
incubadora agitadora horizontal (Cienlab), sob agitagcéo de 150 rpm e intensidade luminosa
constantes de 30 pmol m™ st e fotoperiodo de 24:00 h (luz:escuro), durante 3 dias.

4.1.4 Cultivo em reatores de coluna

Para o desenvolvimento das células apos a fase de ativacao e para posterior retirada
de aliquotas para a determinacdo dos parametros de cultivo foi utilizado um sistema com
reatores de coluna durante 5 dias.

Em proveta de vidro com capacidade volumétrica de 250 mL j& autoclavadas, foi
adicionado 240 ml de meio de cultivo M-8 modificado, 10 ml do cultivo de ativagéo, 0,2
ml de anti-espuma e 0,75 g de bicarbonato de sodio.

As provetas foram fechadas com plastico filme e isopor, criado um acesso para a
introducdo de uma pipeta, e um acesso para inser¢cdo de &gua e nutrientes, quando
necessario. Foram colocadas na camara de cultivo (Figura 12), e uma mangueira (3 mm de
diametro interno) foi ligada a pipeta. Na cdmara de cultivo, foi adicionado uma mistura de
ar e COzao cultivo.

O sistema de iluminacdo utilizado era constituido por 4 lampadas fluorescentes na
parte posterior e 4 lampadas fluorescentes na parte frontal, sendo de 30 W e 20 W cada,
respectivamente. Ambas dispostas horizontalmente, com distancia média de 3 cm entre si.

O sistema de injecdo de géas era constituido de um compressor de ar isento de 6leo e
um cilindro de CO2 comprimido. As correntes de ar e CO; passaram por fluxdmetros
individuais e se uniram antes de serem injetadas nos reatores. No reator, essa mistura de

gases era liberada em forma de bolhas, fazendo com que ocorresse agitacéo no local.
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FIGURA 12 — Configuracdo experimental onde: (A) é o cilindro de CO2 comprimido; (B) é o
compressor de ar isento de dleo; (C) é o filtro bacteriolégico triplo; (D) sdo os medidores de fluxo;

(E) sédo as linhas de gas que alimentam os PBRs; (F) é o0 esquema de luz; e C1 e C2 sdo as camaras

de iluminacéo.

FONTE: HINTERHOLZ et al. (2019).

4.1.5 Cultivo em reator de placa plana

Apbs os 5 dias de cultivo nos reatores de colunas, adicionou-se 100 ml do cultivo no
reator de placas planas de vidro com capacidade de 10 L (Figura 12) juntamente com 10 L
de meio M-8 modificado, 30 g de bicarbonato de sédio e 1 ml de anti-espuma. O cultivo se
manteve até o estabelecimento da fase estacionaria.

O sistema de injecdo de gases é igual ao dos reatores em coluna, alterando apenas o
sistema de iluminacdo, onde as lampadas na parte posterior sdo fluorescentes de 30 W e na
parte frontal um holofote de 400 W com diodo emissor de luz (LED) colocado proximo ao

maodulo.
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4.1.6 Controle das condigdes de cultivo

Para a medicdo da intensidade luminosa foi utilizado um luximetro digital (modelo
LD-400 da Instrutherm), que fornece uma resposta em iluminancia (lux). A temperatura foi
aferida por meio de um termometro digital, tipo espeto (Incoterm). E no decorrer do
cultivo buscou-se manté-la entre 30-32°C. O pH foi monitorado por meio de pHmetro de
bancada (Lab1000 e modelo mPA210).

O controle da vazdo de CO; e ar na corrente de entrada foi feito por meio de um
rotametro. A porcentagem de CO, na mistura com o ar foi determinado com o Fyrite
Classic Gas Analyzer da Bacharach. A porcentagem de CO durante o cultivo foi fixada em
8%.

4.1.7 Recuperacgao da biomassa microalgal

Apbs o cultivo das microalgas, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 5
min, sendo que apds a centrifugacdo, o liquido sobrenadante foi descartado, apds a
lavagem por 3 vezes com agua destilada. Ao final do procedimento, a biomassa foi retirada
dos tubos Falcon, transferidas para placas Petri, que levada para estufa a 30°C até a sua
secagem completa. Ndo foi utilizado coagulantes, afim de ndo haver contaminacdo da
biomassa.

Depois de seca, a biomassa foi triturada e armazenada em Falcon a temperatura de -
5°C (em freezer), com o0 objetivo de manter, desta maneira, as propriedades da biomassa
(GRIMA et al., 2003).

4.2 DETERMINACAO DE PARAMETROS DE CRESCIMENTO

4.2.1 Obtengéo da concentragéo celular

Os perfis de varredura da absorbancia da microalga em diferentes concentracoes
foram produzidos, abrangendo de 500 a 800 nm. A partir dos resultados é verificado o
comprimento de onda do pico, que sera adotado para a determinacdo da concentracdo de
biomassa.

Foram realizadas diluicbes de uma suspensédo de microalgas com concentragdo
conhecida (0,05; 0,08; 0,10; 0,12; 0,13; 0,14; 0,16; 0,17; 0,18 ¢ 0,19 g L) a fim de se
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determinar a correlagéo entre a concentracdo de biomassa e a absorbancia da amostra lida
em espectrofotdbmetro (Spectrophotometer UV-1800/Shimadzu) no comprimento de onda
obtido.

A concentracdo celular foi determinada em triplicata pelo método de densidade

Optica em espectrofotdmetro.
4.2.2 Taxa de Crescimento Especifico

O aumento populacional () é representado pela Equacédo 2 (LEE et al., 2011; JI et.
al., 2014; HAN et al., 2015b):

— =puX EQUACAO 1
Integrando e rearranjando os termos, tem-se:

ln(X/XO) __Inx-InX,
At At

EQUACAO 2

Em que:

X: Concentragdo celular final (g L) no tempo t qualquer;
Xo: Concentracdo celular inicial (g L) no tempo t=0;

W: Taxa de crescimento especifico (dia™);

t: Tempo (dia).

4.2.3 Produtividade

A produtividade (P) (g L™ dia™) foi estimada pela Equagdo 3 (JI et al., 2014; HAN et
al., 2015b).

_ Xt—Xo
(t-to)

EQUACAO 3

Em que:

Xo: Concentracdo celular inicial do cultivo (g L™);
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Xt: Concentragéo celular final do cultivo (g L™);
to: Tempo inicial do cultivo (dia);

t: Tempo final do cultivo (dia).

4.3 DETERMINACAO DOS SUBSTRATOS QUE COMPOEM A BIOMASSA

4.3.1 Umidade e matéria seca

O teor de umidade e a matéria seca foram determinadas por anélise gravimétrica
(SKOOG et al., 2006; LUTZ, 1985), em triplicata. Foi mantido um cadinho na estufa por 2
hora a 105°C, em seguida levado a um dessecador com silica gel por aproximadamente 1
hora até o completo resfriamento. Pesou-se a massa do cadinho e em seguida adicionou-se
a biomassa da microalga entre 100-300 mg e anotou novamente o valor. Foi entéo levado a
estufa a 105°C, monitorando a variagdo de massa em intervalos de 30 min, até que a massa
permanecesse constante. Logo apds, foi deixado em dessecador por 1 hora, e em seguida
fez a pesagem. A umidade (%) e a matéria seca (%) foram determinadas segundo a

Equacdo 4 e 5, respectivamente.

Umidade (%) =100 — (( (Mcad+amostra 105°C— mcadvazio)) % 100> EQUACAO 4

Mamostra tmida

Materia seca (%) = ((mcadmmos"a Los°c™ Tead ”aZio)) +100 EQUAGAO5

Mamostra tmida

Em que:
Mead+amostra 105°c. Massa da amostra e do cadinho seco a 105°C (g);
Mamostra amida. Massa da biomassa utilizada antes da secagem (g);

Mcad vazio- Massa do cadinho vazio seco a 105°C (g).
4.3.2 Teor de cinzas
A determinacdo do teor de cinzas, proveniente da biomassa algal foi realizada por

analises em triplicata, de acordo com a metodologia proposta pelo Lutz (1985). Para

determinacdo do teor de cinza, os cadinhos contendo as amostras provenientes da
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determinacdo da matéria seca e teor de umidade, foram levados para a mufla a 550°C ate
queima total da matéria orgénica, por aproximadamente 6 horas. O célculo do teor de

umidade foi realizado de acordo com a Equacéo 6.

Teor de cinza (%) = ((mcad”mmm ss0-c__ Pead "‘m")) +100 EQUACAO 6

(mcad+amostra 105°C~ Mcad vazio

4.3.3 Clorofilas e carotenoides totais

Para a determinacgdo dos teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais,
realizou-se modificacdes nas metodologias propostas por Wagner e colaboradores (2016) e
Ritchie (2006), que consistiu na coleta de 5mL do cultivo de microalgas, seguido pela
centrifugacdo a 3.500 rpm por 5 min, e consequente descarte do sobrenadante. A biomassa
foi entdo lavada com agua deionizada e centrifugada novamente. A biomassa residual foi
mantida a -15°C por 24 h. Apos seu completo descongelamento, adicionou-se 5mL de
metanol (99,8%) a amostra, seguido pela agitacdo em vartex, e incubag¢do em 4°C por 30
min. Em seguida mistura foi submetida ao banho ultrassénico por 15 minutos, sendo
posteriormente centrifugada novamente nas mesmas condi¢cdes. Repetiu-se o processo até
total descoloracdo da biomassa. O sobrenadante do processo de descoloracdo foi
transferido para um tubo Falcon protegido da luz, e a absorbancia mensurada nos seguintes
comprimentos de onda: 470; 652,4 e 665,2 nm, contra um branco de metanol (99,8%).
Estimou-se a concentracdo de pigmento (ug mL™) de acordo com as Equagdes 7, 8 e 9 para
metanol (LICHTENTHALER & BUSCHMANN, 2001).

Cly = (16,72 x Aggs,2) - (9,16 X Agsz.4) EQUACAO 7
Cl, = (34,0 x Agsz4) - (15,28 X Ages.2) EQUACAO 8
CT = ((1000%* A470)-(1,63%Cly)—(104,96% Clp)) EQUACAO 9

221

Em que:

Cl,: Clorofila a (ng mL™);

Cl,: Clorofila b (ng mL™);

CT: Carotenoides totais (ug mL™);

Ages,2: Absorbancia no comprimento de onda de 665,2 nm;
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Ags2 4 Absorbancia no comprimento de onda de 652,4 nm;

A470: Absorbancia no comprimento de onda de 470 nm;
4.3.4 Proteinas brutas

A determinacdo de proteinas foi realizada utilizando o método Kjeldahl (JUNG et
al., 2003; LUTZ, A. 1985). Este método fornece como resposta a matéria nitrogenada total
da amostra, que € entdo convertida na quantidade de proteina. Pesou-se 100 mg de amostra
em tubos de ensaio com capacidade para 250 mL e foi adicionado 5 mL de solucdo
digestora no tubo com a amostra. Em seguida os tubos foram colocados no bloco digestor,
e a cada 30 min foi alterada a temperatura, obedecendo a seguinte ordem: 50, 100, 150,
250, 350 e 450°C. Ao atingir a digestdo completa € possivel observar alteracdo na
coloragdo, ficando a solugdo em um tom verde claro. Apds o resfriamento da solugdo
digerida, adicionou-se aproximadamente 15 mL de agua destilada em cada tubo de ensaio,
tendo sido efetuada a destilacdo da seguinte maneira: adicionou-se 10 mL da solucéo
receptora de N em um erlenmeyer com capacidade para 125 mL; acoplou-se o tubo de
ensaio com a amostra digerida e a agua destilada no equipamento destilador; colocou-se 20
mL de hidréxido de sédio (18 N) no aparelho de destilacdo; e realizou-se a destilacao até o
volume do erlenmeyer atingir cerca de 75 mL. Com as amostras digeridas e destiladas
realizou-se o procedimento de titulacdo, onde &cido sulfarico (0,05 M) foi titulado, até
alterar a coloracdo da solucdo de verde para rosa e 0 volume de &cido gasto anotado. A
determinacdo da quantidade de proteinas foi entdo calculada por meio da Equacdo 10.

Onde, 6, 25 ¢ o fator empirico referente a determinacdo de proteinas em alimentos.

* 6,25 EQUACAO 10

Proteina bruta (%) = (M)

Em que:

V: Volume de acido sulfurico gasto na titulacdo (mL);
N: Normalidade do acido;

F: Fator do acido sulfurico;

M: Massa da amostra (mg).
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A determinacdo do valor do fator do acido sulfarico (Equacdo 11) é realizada por
meio de padronizacdo do acido sulfirico. Onde se prepara duas solugdes, uma de biftalato
de potassio (0,05 N) e outra de hidroxido de sodio (0,05 N), apos faz-se duas titulaces.

+ 1?%titulacdo: colocar 100 mL de NaOH e 2 gotas de indicador de fenolftaleina em um

erlenmeyer e titular com biftalato de potéssio (0,05 N).

+ 22 titulagdo: colocar 10 mL H2SO4 e 2 gotas de indicador de fenolftaleina em um

erlenmeyer e titular com NaOH (0,05 N).

F=2" EQUACAO 11

Em que:

F: Fator do &cido sulfarico;

FB: Volume de biftalato titulado (mL);
FH: Volume de NaOH titulado (mL).

4.3.5 Fibras brutas

A determinacdo das fibras totais ocorreu de acordo com a metodologia proposta por
(LUTZ, 1985). Pacotes plasticos de 200 mL foram pesados e em seguida adicionou-se 1 ¢
de biomassa e 200 mL de hexano, permanecendo em repouso por 5 minutos. Em seguida,
alcool etilico foi burrificado dentro dos pacotes. Os pacotes foram levados para estufa a
105°C até peso constante. Logo depois, os pacotes foram fechados e introduzidos no
determinador de fibras, as quais foram totalmente cobertas com acido sulfarico (1,25%).
Os pacotes permaneceram no aparelho por 30 minutos a 90° C. Posteriormente a este
procedimento, foram realizadas 2 lavagens sucessivas nos pacotes com agua deionizada
fervente. Repetiu-se o procedimento com acido sulfarico e duas lavagens. Em seguida, 0s
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, deixados esfriar em dessecador e posterior pesagem. O calculo da fibra

total foi realizado de acordo com a Equacéo 12.

Fibra bruta (%) = 4= EQUACAO 12
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Em que:
A: Peso do pacote + residuo (Q);
T: Peso do pacote (g);

P: Peso da amostra de biomassa (g).

4.3.6 Carboidratos totais

A quantidade de carboidratos totais foi determinada por diferenca, ou seja, 0s dados
obtidos nas andlises de umidade, teor de cinzas, proteinas, fibras totais e lipidios foram
utilizados mediante a aplicacdo da Equacdo 13. Para o teor de lipideos foi utilizado o valor
encontrado pelo método Bligh e Dyer com ajuda de ultrassom, o qual conseguiu extrair o

maior percentual de lipidios presentes na biomassa.

Carboidratos totais (%) = 100 — (Umid + Cinza + Prot + Fibra + Lip) EQUACAO 13

Em que:

Umid: Teor de Umidade (%);
Cinza: Teor de cinzas (%);
Prot: Teor de Proteinas (%);
Fibra: Teor de Fibra bruta (%);
Lip: Teor de Lipidios (%).

4.4 EXTRACAO DOS LIPIDIOS

Para a extracdo dos lipidios foi testado métodos com solventes a frio, método com o
soxhlet, método a quente sucessivo e extracao supercritica. Os métodos foram feitos em
triplicada, exceto o supercritico que seguiu um planejamento experimental. O rendimento
(%), expresso em gramas de lipidios totais por grama de biomassa seca, foi calculado por

analise gravimétrica.

4.4.1 Método Bligh e Dyer (2:2:1,8) — BD1

Pesou-se aproximadamente 1 g de amostra de biomassa da microalga em um becker,

colocou-se também 20 mL de metanol, 10 mL de cloroférmio e 8 mL de &gua. Para evitar
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a evaporacao dos solventes, fechou-se o Becker com plastico filme. A solucédo foi agitada
em agitador magnético por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se mais 10 mL de
cloroférmio e 10 mL de uma solucdo 10 % em peso de sulfato de sodio, agitou-se por mais
2 minutos. A solucdo foi entdo transferida para um funil de separacédo, dentro do qual, as
duas fases (cloroférmio + lipideos e metanol + &gua) séo separadas. A fase de baixo (fase
mais escura) é coletado e, a ele, foram adicionados mais 1 g de sulfato de sodio anidro. A
solucéo foi entdo filtrada e transferida para um tubo de ensaio previamente pesado e levado
para evaporacdo em estufa. A proporcdo cloroférmio:metanol:dgua nessa metodologia é
2:2:1,8 (BLIGH & DYER, 1959).

4.4.2 Metodo Bligh e Dyer (2:2:1,8) com ultrassom — BD1-ULTRA

Utilizou-se a metodologia do método Bligh e Dyer descrito anteriormente (topico
4.10.1), alterando apenas o momento da agitacdo magnética, que o becker com a mistura
foi levado ao banho de ultrassom de 40khz por 20 minutos (ARAUJO et al., 2013).

4.4.3 Método Bligh e Dyer (2:2:1) — BD2

Foi alterado nesse método a quantidade de &gua adicionado no inicio da extracgdo.
Adicionando-a, apenas ap6s 0s 20 minutos de agitacdo, 10 mL em solucdo com o sulfato
de sodio a 10% em peso. A proporcdo cloroférmio:metanol:agua nessa metodologia é
2:2:1.

4.4.4 Método Bligh e Dyer (5,7:3:1) —BD3

Em um béquer foi adicionado aproximadamente 1 g de biomassa algal, 11,4 mL
cloroférmio e 6 mL de metanol. Fechou-se o béquer com plastico filme e agitou-se por 90
minutos. Em seguida adicionou 2 mL de &gua deionizada em solucdo com sulfato de sédio
10% e agitou por mais 2 min. Transferiu para um baldo de separacdo. Remover a parte de
baixo, e adicionou 1 g de sulfato de sodio. A solucdo foi entdo filtrada e transferida para
um tubo de ensaio previamente pesado e levado para evaporar em estufa. A proporcao

cloroférmio:metanol:dgua nessa metodologia é 5,7:3:1 (ZORN et al., 2017).
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4.4.5 Método Bligh e Dyer (5,7:3:1) com ultrassom — BD3-ULTRA

Utilizou-se a mesma metodologia do tépico 4.10.4, deixando a mistura em banho de

ultrassom em vez da agitacdo magnética pelos 90 minutos de extragéo.

4.4.6 Método Hara e Radin — HR1

Em um bequer foi adicionado 45mL de n-hexano e 30 mL de isopropanol e
aproximadamente 1 g de biomassa microalgal. Colocou para agitacdo magnética por 7,5
horas. Em seguida, filtrou a mistura e adicionou 10 mL de hexano e 10 mL de &gua na
parte filtrada. Separou as camadas com ajuda de um baldo de separacdo. Coletou-se a

camada verde escura, e levou-se para secagem em estufa (HARA & RADIN, 1978).

4.4.7 Método Hara e Radin modificado — HR1-MOD

Utilizou-se a mesma metodologia de Hara e Radin todavia, utilizou o n-hexano como
solvente Unico dessa extracdo. Adicionou-se 75 mL do élcool para 1 g de biomassa algal
(HALIM et al., 2011).

4.4.8 Método Fajardo e colaboradores — FAJARDO

Nesse experimento 1g de biomassa foi tratada com 50 mL de etanol (96%) em um
recipiente de 250 mL com agitacdo magnética constante por 24 h em temperatura
ambiente. A mistura obtida foi entéo filtrada e o residuo de biomassa foi lavado com 2x25
mL de etanol. Depois, adicionou-se 6 mL de agua a 10mL do extrato obtido anteriormente.
Em seguida, adicionou-se 3,2 mL de hexano, formando um sistema biféasico. Recolheu-se a
parte do hexano, e a parte hidroalcéolica foi adicionado 4 vezes o volume de 3,2 mL de

hexano, e coletado a fase do hexano apds separacao de fase (FAJARDO et al., 2007).
4.4.9 Método Folch e colaboradores — FOLCH
Em temperatura ambiente adicionou 1g de microalga em 20 mL cloroférmio e 10 mL

de metanol, agitou-se por 20 minutos. Em seguida filtrou-se a mistura e no filtrado

adicionou-se 8 mL de agua deionizada. Decantou em baldo de separacéo e apds separar as
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fases recolheu a parte mais escura. O liquido foi levado para secar em estufa a 50°C. A
proporcao cloroformio:metanol:dgua nessa metodologia é 2:1:0,8 (FOLCH et al., 1957).

4.4.10 Método Chen e colaboradores — FOLCH-MOD

A metodologia de Chen e colaboradores (1981), consiste na mesma metodologia de
Folch e colaboradores (1957), substituindo apenas o solvente cloroférmio por

diclorometano.

4.4.11 Método soxhlet

Pesou-se 1 g de biomassa e inseriu dentro de um cartucho de papel filtro e acomodou
dentro do aparelho soxhlet. Adicionou 150 mL de solvente dentro do baldo, previamente
pesado, e montou-se 0 modulo de extragcdo via soxhlet (Figura 9). A temperatura de
aquecimento para cada solvente foi a temperatura de ebulicdo, e a temperatura do
condensador se manteve em 5°C. O tempo de cada extracdo foi de 6,5 h. Logo depois, 0s
solventes foram evaporados em rota-evaporador e os baldes levados para secar em estufa,
apos secos por completo, foi levado ao dessecador até esfriar, e em seguida os balGes
foram pesados novamente. Foi utilizado os solventes Hexano, Etanol, Diclorometano e
Eter Etilico (BHUYAR et al., 2021).

4.4.12 Método extracao sucessiva

Em tubos Falcon foi adicionado 1 g de biomassa algal e 10 mL de solvente. O tubo
foi fechado e colocado em sob agitacdo 200 rpm e temperatura de 60°C durante 30
minutos. Logo apds, foi centrifugado por 5 minutos em 3500 rpm. O sobrenadante foi
coletado e armazenado em um baldo previamente pesado, e com a biomassa foi feita mais
6 extracbes. No final o baldo foi evaporado em rota-evaporador, e levado para finalizar a
secagem em estufa a 60°C. Utilizou os solventes Etanol, Hexano, Diclorometano, Eter

Etilico e a mistura metanol e cloroformio. (CHEN et al., 2012).
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4.4.13 Método extracao supercritica

As extracdes supercriticas utilizando dioxido de carbono como solvente e etanol
como cossolvente, foram realizadas usando uma unidade basica extracao supercritica Spe-
ed, equipada com um leito de aco inoxidavel de 24 cm3 (1,42 cm de didmetro e 15 cm de
altura) preenchido com aproximadamente 5 g de biomassa da microalga
Poterioochromonas malhamensis em cada experimento. As extracGes avaliaram os efeitos
da temperatura (40, 50 e 60°C) e pressao (20, 25 e 30 MPa) no rendimento do 6leo. Apos
30 min de periodo estatico nas condi¢Ges de temperatura e pressdo acima mencionadas,
uma vazdo massica de CO, de aproximadamente 3 g min! foi introduzida, controlada pela
abertura da valvula micrometrica, e verificada no medidor de vaz&o na saida da unidade. O
lipidio foi extraido de maneira dindmica e foi coletado em frascos devidamente ja pesados
e sua massa foi determinada em tempos por analise gravimétrica. Foi utilizado como
cossolvente na extracdo o alcool etanol na propor¢do de 5% em relacdo ao CO2, a razédo

massa de etanol por biomassa foi de aproximadamente 6,68 + 0,05 g g

4.4.14 Analise dos ésteres de acidos graxos das extragdes

Para analise de perfil dos &cidos graxos presente nos lipidios extraidos das
microalgas, necessita-se realizar o processo de derivatizacdo, que consiste em transformar
0s &cidos graxos em componentes com maior volatilidade, tais como os ésteres metilicos.

A metodologia empregada para a derivatizacdo foi a proposta por Hartmann e Lago
(1973). Em um tudo de ensaio contendo 100 mg do produto liquido, foram adicionados 2
mL da solucdo de hidroxido de sodio em metanol a 0,5 mol L. O tubo foi aquecido em
um banho termostatico a 90°C por 5 minutos e apds um rapido resfriamento em agua
corrente, foram adicionados 3 mL do agente de esterificacdo, que consistiu em uma
mistura de 33,339 de cloreto de aménio, 50ml de &cido sulfirico em um litro de metanol.
Agueceu-se a amostra por 3 minutos a 90°C. Para que ocorresse a separacao das fases
foram adicionados 2 mL de uma solucdo saturada de cloreto de sodio e, por fim foram
adicionados 3 mL de iso-hexano. O sobrenadante foi utilizado para analise do 6leo por
cromatografia em fase gasosa.

As analises em GC-MS foram realizadas no Laboratério de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas — COMCAP, Universidade Estadual de Maringa

(UEM). As analises foram realizadas em um sistema CG-MS Thermo-Finigan, um em um
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sistema composto por um cromatografo em fase gasosa FOCUS GC (Thermo Electron),
acoplado a um espectrometro de massas DSQ Il (Thermo Electron). Os componentes

foram identificados de acordo com a massa de seus ions na biblioteca do equipamento.

4.5 BIODIESEL

4.5.1 Reacgao de transesterificago in situ

Pesou-se aproximadamente 0,02 g de amostra de biomassa da microalga seca em um
tubo de ensaio de 10 mL que possui fundo redondo, colocou-se também 3 mL da mistura
de solvente:catalisador:cossolvente (sendo o volume do solvente e do catalisador utilizado
no planejamento experimental listado na Tabela 9, o valor do cossolvente utilizado foi de 5
mL - determinado no topico 5.8.3), em seguida fechou os tubos de ensaio e levou ao banho
maria a temperatura e tempo determinado no experimento. Apds decorrido o tempo do
experimento, foi retirado os tubos de ensaio do banho maria e colocado em um béquer com
gelo para interromper a reacao.

Depois que os tubos de ensaios estavam em uma temperatura menor que a ambiente,
foi adicionado 1 mL de &gua destilada e 2 mL da mistura de hexano e cloroférmio nas
proporcOes (4:1). Agitou-se vigorosamente e esperou-se a separagdo de fases, a seguir
recolheu o sobrenadante em novos tubos de ensaios previamente pesados e anotados suas
respectivas massas. Repetiu-se o processo de adicionar a mistura de hexano e cloroférmio
por mais 2 vezes. Para finalizar, os tubos de ensaio com o sobrenadante (biodiesel) foram
levados para evaporagdo em estufa com fluxo de ar a 60°C até peso constante.

Seguidamente foi adicionado em cada tubo 1,5 mL grau HPLC de n-heptano e 0,01
mL solugdo de padrdo C17:0. Agitou-se a mistura e foi transferido o liquido para vial e
mantido em -5°C até o processo de leitura em cromatografia gasosa (LEWIS et al. 2000).

O rendimento do biodiesel e ésteres de acidos graxos foi calculado de acordo com a
Equacdo 14 e 15. Para investigar a eficiéncia da reacdo de transesterificacdo direta, 0
rendimento de conversdo de ésteres foi calculado na Equacdo 16, cujo teor de acidos
graxos da biomassa foi medido de acordo com o método sucessivo, descrito no topico
4.4.12.
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Peso do biodiesel

Rendimento em biodiesel (%) = ( ) * 100 EQUACAO 14

Peso da biomassa seca

Peso total dos ésteres (FAME)
Peso da biomassa seca

Rendimento em ésteres (%) = ( )*+100  EQUAGAO15

Rendimento em ésteres

Rendimento em conversao de ésteres (%) = ( ) * 100

Teor de ésteres presente na biomassa
EQUACAO 16

Em que:

Rendimento em Biodiesel: gbiodiesel Gbiomassa™;

Rendimento em Esteres de acidos graxos: Qesteres Obiomassa ™
4.5.2 Planejamento experimental

As reacOes de transesterificacdes direta foram realizadas a partir de um planejamento
experimental Box-Behnken construido para o estudo de trés fatores (qi; g2 e gs), em trés
niveis (alto (+1); médio (0) e baixo (-1)).

Assim, investigou-se o rendimento em biodiesel e o rendimento em FAME (ésteres
de acidos graxos) obtidos sob as variacbes da temperatura (°C; qi); quantidade de
catalisador (HCI) (volume, g2) e quantidade de solvente (&lcool metilico) (volume; Q3).
Conforme os valores apresentados na Tabela 8, as variaveis independentes foram

estabelecidas a partir de dados da literatura.

TABELA 8 - Variaveis e niveis utilizados no planejamento experimental

B o Nivel
Variavel Coeficiente
-1 0 +1
Temperatura g, °C 40 65 90
Catalisador (HCI) g2; volume 0,05 0,25 0,45
Solvente (Metanol) gs; volume 0,5 2,5 4,5

Quinze reacOes de transesterificacdo in situ — sendo doze em condigdes Unicas e 3 na
condicdo central do planejamento. As condi¢des empregadas em cada transesterificagdo
sdo apresentadas na Tabela 9. Os parametros como tempo de reacdo, quantidade de
cossolvente e teor de 4gua na biomassa foram determinados por testes preliminares (topico
5.8.1;5.8.2e5.8.3).
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TABELA 9 - Reacg0es de transesterificacdo in situ realizadas por planejamento Box-Behnken

Variavel independente®

Reacéo 0. °C gz; volume gs; volume
Temperatura Catalisador Solvente

1 40 (-1) 0,05 (-1) 2,50 (0)

2 90 (+1) 0,05 (-1) 2,50 (0)

3 40 (-1) 0,45 (+1) 2,50 (0)

4 90 (+1) 0,45 (+1) 2,50 (0)

5 40 (-1) 0,25 (0) 0,50 (-1)

6 90 (+1) 0,25 (0) 0,50 (-1)

7 40 (-1) 0,25 (0) 450 (+1)

8 90 (+1) 0,25 (0) 450 (+1)

9 65 (0) 0,05 (-1) 0,50 (-1)

10 65 (0) 0,45 (+1) 0,50 (-1)

11 65 (0) 0,05 (-1) 450 (+1)

12 65 (0) 0,45 (+1) 4,50 (+1)

13® 65 (0) 0,25 (0) 2,50 (0)
14®) 65 (0) 0,25 (0) 2,50 (0)
15®) 65 (0) 0,25 (0) 2,50 (0)

(a) Os valores codificados das variaveis sdo apresentados entre parénteses;
(b) Referem-se as reagdes de transesterificacdo direta replicados no nivel médio das variaveis

independentes.
4.5.3 Andlise dos ésteres de acidos graxos

Os ésteres metilicos foram separados por GC-FID Clarus 680 (PerkinElmer, EUA)
equipado com um detector de ionizagdo de chama e uma coluna capilar cianopropila (100
m x 0,25 mm). A coluna de separacdo de FAME usada para as amostras de ésteres teve
uma temperatura programada de 80°C (permanecendo por 1 min), seguida de aquecimento
em uma rampa de temperatura de 15°C min™! até uma temperatura de 180°C. Em seguida,
foi aquecida para 220°C, com a rampa de 3°C min (permanecendo por 2 min) e,
finalmente, uma rampa de 5°C min! até atingir 250°C (permanecendo por 5 min). Hélio
foi utilizado como gas transportador (1,0 mL min™?) e hidrogénio e ar sintético como gases

de chama (40 mL mint e 400 mL min%, respectivamente). As areas de pico foram
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determinadas pelo software TotalChrom. Para identificacdo de FAME, os tempos de
retencdo foram comparados com os dos ésteres metilicos padrdo. Anélise quantitativa foi

realizada a partir do Heptadecanoato de metila como padréo interno (17:0).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DA CONCENTRACAO CELULAR

Os perfis de varredura da absorbancia (500 a 800 nm) da cultura da microalga
Poterioochromonas malhamensis nas concentrac6es 0,05; 0,08; 0,10; 0,12; 0,13; 0,14,
0,17; 0,18; 0,19 g L™, sdo apresentados na Figura 13. Com base nesses resultados foi
verificado que o pico, a qual posteriormente sera usado para identificacdo da concentracéo
celular, se localiza no comprimento de onda em 687 nm.

Um ajuste linear entre os dados da absorbancia no comprimento de onda em 687 nm
e a concentracdo foi realizado, representado pela Equagdo 17, obtendo um R? = 0,998
assim sugerindo que a reta de regressdo € uma representacdo muito proxima dos dados, a

qual foi utilizada para medir diariamente o crescimento microalgal.

FIGURA 13- Perfis de varredura da absorbéancia para determinadas concentragoes.
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FIGURA 14 — Curva de regressdo entre a concentragdo da biomassa (g L) e a absorbancia no

comprimento de onda em 687 nm.
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5.2 SUPLEMENTACAO DE MICRONUTRIENTES NA CONCENTRACAO DE
BIOMASSA

O cultivo da Poterioochromonas malhamensis ocorreu durante 21 dias, sem a adi¢édo
suplementar de macro e micronutrientes, e obteve um valor de concentracdo celular
maxima de 7,41+0,09 g L! no 10° dia de cultivo (Figura 15). No decorrer do cultivo, o pH
permaneceu na faixa de 7,80+0,23 evidenciando que, o crescimento fotoautotréfico gera
elevacdo de pH, por meio do ion bicarbonato se desintegrando para consumo na
fotossintese, porém com o fornecimento de uma vazdo de CO; o pH tende a se estabilizar,
como o ocorrido. A quantidade de CO2 permaneceu em 8% durante todo cultivo, e sua
vazdo unida com o ar, também permaneceu constante em 1,46 L L min. A temperatura
média durante o cultivo foi de 28,40 £1,05 °C, obtendo no 16° e no 17° dia o valor maximo
de 29,25°C, e no 2° e 6° dia o valor minimo de 27,25°C. A média da intensidade luminosa
foi de 260,05+26,39 pmol m2s! na face frontal e de 84,89+4,02 pmol m2s? na face
posterior (Anexo A).

Quando suplementado com micronutrientes (no 8° e 14° dia), a concentragéo celular

do cultivo atingiu o valor de 17,50+2,49 g L™ no 20° dia (Figura 15), tornando o cultivo
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uma cultura de ultra alta densidade (UHDC), valor semelhante com o0s encontrados por
Hinterholz et al. (2019). A temperatura e pH do cultivo permaneceu em média 29,49+1,86
e 7,31+£0,10 respectivamente. Ja a Intensidade luminosa com LED e com lapadas
fluorescentes foram de 471,07+77,41 e 119,21+19,33 umol m2s? respectivamente. A
vazdo da mistura de gases permaneceu em média 1,20 L L min™ e a concentracéo de CO;
em 8% até o final do cultivo (Anexo B).

FIGURA 15 - Crescimento celular da Poterioochromonas malhamensis (g L) em relagdo aos dias
de cultivo, com e sem suplementagdo de micronutrientes.
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Como € observando a partir do 12° dia uma clara diferenca na concentracdo de
biomassa entre o cultivo com e sem suplementagdo de micronutrientes, realizou-se a
ANOVA apenas para a variavel resposta estuda concentracdo celular do 1° até 11° dia de
cultivo, cujo resultado aponta diferenca em pelo menos um dia do cultivo (p < 0,10)
(Tabela 10). Assim, as médias estatisticamente diferentes foram determinados para a
variavel estudada, utilizando Tukey. De acordo com os resultados do teste de Tukey
(Figura 16), quando comparado 0 experimento com micronutrientes e 0 sem
micronutrientes, em cada dia de cultivo, apenas no 2°, 4° e 7° dia ndo houve diferenca
estatistica entre o cultivo com e sem suplementacdo, nos outros dias houve diferenca em
pelo menos um fator. Dessa forma, podemos afirmar que ha diferenca estatistica entre os
valores de concentragdo celular entre os cultivos com inicio no 8° dia (em pelo menos um

fator até o 11° dia) e continuando até o final do cultivo, demostrando que, a reposicao de
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micronutrientes no cultivo da Poterioochromonas malhamensis ocasiona uma elevagdo na
producéo de biomassa durante o cultivo.

TABELA 10 - ANOVA (o = 0,10) fator tnico dia de cultivo para a variavel resposta
concentracdo de biomassa estimada em cultivos de microalgas com e sem suplementacéo de

micronutrientes.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 1234,496 1 1234,496 6221,702 0,000
Residuos 298,577 21 14,218 71,657 0,000

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com o0s resultados de biomassa (N = 2) estimados nos 11 primeiros dias de cultivos das microalgas P.
malhamensis com e sem a adi¢do suplementar de micronutrientes.

FIGURA 16 — Teste de Tukey para a concentracdo de P.malhamensis com e sem suplementacéo de

micronutrientes em fungéo do tempo.
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Ao observar a curva de crescimento com os dados da taxa de crescimento especifico
(Tabela 11) nota-se que para o cultivo sem suplementacdo de micronutrientes, o 10° dia
configura-se a fase estaciondria, e apos esse dia inicia-se a fase lise (declinio), logo os
valores relacionados com a taxa de crescimento especifico a contar desta data, sdo
negativos, em decorréncia da diminuigdo do crescimento microalgal. A fase exponencial
(ou crescimento logaritmico) ocorre quando é atingido o maior valor para o crescimento

especifico, e nesse cultivo ocorreu no 2° dia, com valor de 1,105+0,027 dia®. Para o
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cultivo com suplementagdo, temos a fase exponencial no 3° dia, com o valor de
crescimento especifico maximo de 1,181+0,040 dia®. Nota-se que no 10° dia ha uma
diminuicdo da concentracdo de biomassa onde iniciaria a etapa de declinio do cultivo,
porém com adi¢cdo de micronutrientes (adicionado no 8° e 14° dia) o cultivo volta a crescer
e reloca a fase estacionaria para o 20° dia. Dessa maneira, constata-se que o cultivo da
Poterioochromonas malhamensis em meio M-8 modificado, sobrevive em média 10 dias
sem suplementacdo de nutrientes, e para obter um cultivo com maior densidade de
biomassa, hd a necessidade de repor os micronutrientes que foram consumidos até o 10°
dia.

Os valores encontrados para a taxa de crescimento especifico méaximo, utilizando
como base de calculo a fase exponencial, obteve como resultados 1,436+0,132 dia™ para
cultivo com suplementacao (0-3 dia) . Wahidin et al. (2013) alcancaram o valor de 0,264
dial, utilizando 200 pmol m™2s? de intensidade luminosa, fotoperiodo de 24:00 com a
microalga Nannochloropsis sp. Gong & Huang (2020) obtiveram o crescimento especifico
(dial) na fase exponencial de 0,53+0,05 para Selenastraceae sp., 0,91+0,02 para
Scenedesmus sp., 0,66+0,03 para Pectinodesmus sp. e 0,42+0,04 para Chlorella Rotunda,
sendo todas cultivadas por 14 dias com 90 umol m2s ‘de iluminagdo continua e 30 g L
de glicose em meio. Esses resultados indicam que em situa¢des ndo limitantes de nutrientes
a P. malhamensis possui uma alta taxa de crescimento especifico quando comparada com
outras microalgas. Em 14 dias a P. malhamensis atingiu 10,331+0,684 g L de
concentracdo de biomassa, valores maiores aos obtidos por Gong & Huang (2020) para
Selenastraceae sp. (6,14+0,57 g L), Pectinodesmus sp. (5,10+1,06 g L) e para Chlorella
Rotunda (1,88+0,34 g L™Y).

Os valores encontrados para produtividade sdo maiores para o0 cultivo com
suplementacgdo, onde obteve-se 2,330+0,128 e 2,535+0,964 g Ldia® no 4° e 18° dia
respectivamente, e para o cultivo sem suplementacdo o valor méximo de produtividade
encontrado ocorreu no 3° e 4° dia com valor de 1,746+0,032 g Ldia™ e 1,259+0,008 g L
dia® (Tabela 11). A produtividade utilizando apenas o periodo exponencial (0-3 dias) para
o cultivo com suplementagdo de micronutrientes foi de 0,661+0,113 g L*dia™* valor maior
ao obtido por Nascimento et al. (2013) de 0,32 g L'dia com a Chlamydocapsa bacillus
cultivada com 2% CO2, 25+2°C e intensidade luminosa de 140 pE m 2 sL,
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TABELA 11 - Taxa de crescimento especifico e produtividade para o cultivo da P. malhamensis

durante 21 dias com e sem suplementacdo de micronutrientes

Intervalo Taxa de crescimento especifico Produtividade da biomassa
(dias) (dial) (g Lidia?)

Com Sem Com Sem
suplementagdes suplementacdes suplementacdes suplementagdes
micronutrientes micronutrientes micronutrientes micronutrientes

1 2,398+0,000 2,398+0,000 0,272+0,062 0,528+0,021
2 0,728+0,437 1,105+0,027 0,319+0,195 1,172+0,000
3 1,181+0,040 0,691+0,003 1,390+0,206 1,746+0,032
4 0,776+0,119 0,307+0,006 2,330+0,128 1,259+0,008
5 0,244+0,057 0,229+0,076 1,208+0,373 1,229+0,445
6 0,145+0,016 -0,008+0,068 0,874+0,195 -0,055+0,406
7 0,103+0,013 0,189+0,000 0,690+0,007 1,236+0,000
8 0,074+0,039 -0,029+0,019 0,567+0,359 -0,207+0,135
9 0,067+0,028 -0,010+0,034 0,517+0,153 -0,066+0,236
10 -0,042+0,053 0,072+0,026 -0,357+0,460 0,514+0,188
11 0,075+0,060 -0,045+0,012 0,600+0,464 -0,3260,086
12 0,089+0,030 -0,117+0,011 0,793+0,281 -0,780+0,068
13 0,089+0,005 -0,089+0,006 0,859+0,083 -0,536+0,030
14 0,023+0,025 -0,051+0,002 0,241+0,273 -0,286+0,015
15 0,039+0,070 -0,143+0,107 0,397+0,728 -0,719+0,521
16 0,059+0,050 -0,132+0,074 0,662+0,572 -0,568+0,255
17 0,088+0,037 -0,041+0,174 1,062+0,516 -0,194+0,724
18 0,187+0,080 -0,135+0,009 2,535+0,964 -0,504+0,038
19 0,033+0,016 -0,138+0,000 0,510+0,254 -0,451+0,000
20 0,117+0,115 -0,043+0,000 2,003+2,064 -0,127+0,000
21 -0,091+0,081 -0,122+0,000 -1,583+1,501 -0,334+0,000

5.3 SUPLEMENTACAO
BIOPRODUTOS

5.3.1 Clorofila a

DE MICRONUTRIENTES NA

PRODUCAO DE

O maior teor de clorofila a obtido no experimento com suplementacdo extra de

micronutrientes, ocorreu no 16° dia do cultivo, com valor de 191,837+5,595 ug mL™. Ja
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para o cultivo que ndo recebeu micronutrientes extra, seu maior valor foi de 77,086+5,903
ug mL? encontrado no 17° dia (Figura 17). Realizou-se a ANOVA para variavel resposta
clorofila a, apontando diferenca estatistica em pelo menos um dos valores (p < 0,10)
(Tabela 12). Dessa maneira, as médias estatisticamente diferentes foram determinados para
a variavel estudada, utilizando Tukey. Pelo teste de Tukey (Figura 18), as médias de
clorofila a com inicio no 11° dia até o final do cultivo sdo estatisticamente diferentes entre
0s cultivos com e sem suplementacao de micronutrientes. Antes do 11° dia, ha semelhanca
estatistica em pelo menos um fator. No cultivo com suplementacédo, o valor maximo (16°
dia) ndo se difere estatisticamente pelo menos um fator dos dados obtidos por esse mesmo
cultivo do 13° ao 19° dia. Assim sendo, podemos afirmar que h& diferenca estatistica entre
os valores de clorofila a entre os cultivos com inicio no 11° dia, e com o aumento da
biomassa ocasionado pela adi¢do extra de micronutrientes, houve também um aumento na

producdo de clorofila a em pg mL™.

FIGURA 17 - Teor de Clorofila a (ug mL™) em relacédo aos dias de cultivo, com e sem
suplementagdo de micronutrientes.
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Babadi et al. (2020) cultivou C. humicolafoi por 15 dias sob iluminagéo continua de
10.000 lux (135 pmol m2s™) e aeracdo a 0,8 vvm, e alcangou 4,50+0,10 mg g de clorofila
a, na extragdo com éter dimetil. Da mesma forma, Morcelli et al. (2021) em seu trabalho
utilizando extracdo supercritica com CO: e etanol (55,8°C, 257,7 bar e 7,9% (v/v) de

etanol), alcancou 6,15+0,07 mg g de clorofila a extraidos da microalga Chlorella
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sorokiniana. Sarkar et al. (2020) utilizando a Chlorella Thermophila obteve

aproximadamente 8,64 mg g de clorofila a utilizando uma agitacdo de 10.000 rpm em
4°C durante 12 minutos. Valores bem abaixo ao encontrado tanto para o cultivo com e sem
micronutrientes extra, ao qual atingiu 15,52+2,37 mg g e 13,85+0,67 mg g no periodo

de 15 dias. Valores de clorofila a em mg/g presente no Anexo C.

TABELA 12 - ANOVA (a = 0,10) fator tnico dia de cultivo para a variavel resposta
clorofila a estimada em cultivos de microalgas com e sem suplementacdo de micronutrientes.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 383642,9 41 9357,1 67,817 0,00
Residuos 11590,0 84 138,0

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de clorofila a (N = 3) estimados nos 21 dias de cultivos das microalgas P. malhamensis

com e sem a adi¢do suplementar de micronutrientes.

FIGURA 18 - Teste de Tukey para a teor de clorofila a em um cultivo com e sem suplementagdo de

micronutrientes em fungéo do tempo.
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5.3.2 Clorofila b

Na Figura 19 é apresentado os valores encontrados para clorofila b durante o cultivo
da microalga P. malhamensis durante 21 dias de cultivo, com suplementacdo no 8° e

14°dia com micronutrientes e sem a suplementagéo. Realizou-se a ANOVA, e o resultado



84

obtido foi (p < 0,10) (Tabela 13), indicando que h& diferenca estatistica em pelo menos um
dos valores encontrados. O teste de Tukey (Figura 20) indica maior média para o cultivo
com micronutrientes extra, no 19° (208,702+38,951 ug mL™), 20°(211,665+27,900 pg mL"
1y e 21°( 230,285+13,249 ug mL™Y) dia de cultivo, sendo que os valores encontrados para
esses dias ndo se diferem estatisticamente. Entre os dois cultivos ha diferenga no 9°- 10°e
no 15°-21° dia, onde ndo ha nenhum fator em comum.

Ambos os cultivos apresentaram valores de clorofila b maiores (17,699+1,266 mg g*
sem suplementagdo e 14,389+2,004 mg g* com suplementacio) que os relatados por
Babadi et al. (2020), que cultivaram Chlorococcum humicola atingindo 5,90+0,15 mg g™
de clorofila b quando extraida com acetona e 3,95+0,09 mg g*quando extraida com éter
dimetil no 15° dia de cultivo. Dados em mg g™de clorofila b presentes no Anexo D.

Valores maiores também aos obtidos por Morcelli et al. (2021) de 4,73 + 0,1 mg g*
utilizando a Chlorella sorokiniana no processo de extracdo supercritica com 4,2 bar de
pressdo e temperatura de 257,7°C e etanol como cossolvente a 7,9% (v/v), e aos obtidos
por Sarkar et al. (2020) de aproximadamente 7,36 mg g?, utilizando Chlorella

Thermophila com agitacdo de 10.000 rpm em 4°C durante 12 minutos.

FIGURA 19 - Teor de Clorofila b (ug mL™) em relagéo aos dias de cultivo, com e sem

suplementagdo de micronutrientes.
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TABELA 13 - ANOVA (a = 0,10) fator unico dia de cultivo para a variavel resposta

clorofila b estimada em cultivos de microalgas com e sem suplementacao de micronutrientes.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 393811,5 41 9605,2 72,752 0,00
Residuos 11090,2 84 132,0

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de clorofila b (N = 3) estimados nos 21 dias de cultivos das microalgas P. malhamensis

com e sem a adi¢do suplementar de micronutrientes.

FIGURA 20 - Teste de Tukey para a teor de clorofila b em um cultivo com e sem suplementacéo

de micronutrientes em fungdo do tempo.
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5.3.3 Carotenoides

No cultivo com a suplementacdo de micronutrientes foi alcancado uma média de 3
vezes a quantidade de carotenoides obtido no cultivo sem a suplementagdo (Figura 21). Foi
obtido 34,938+5,569 g mL™* no 11° dia de cultivo com suplementagéo e 10,432+1,340 no
16° dia no cultivo sem suplementagdo (Anexo E). Realizou-se a ANOVA para os valores
obtidos, e o resultado foi (p < 0,10) (Tabela 14), indicando que ha diferenca estatistica em
pelo menos um dos valores encontrados. O teste de Tukey (Figura 22) indica similaridade
em pelo menos um pardmetro entre o 15° e 18° dia, entre os cultivos com e sem adigéo

extra de micronutrientes.
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FIGURA 21 - Teor de carotenoides (ug mL™) em relagdo aos dias de cultivo, com e sem

suplementacdo de micronutrientes.
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TABELA 14 - ANOVA (o = 0,10) fator tnico dia de cultivo para a variavel resposta
carotenoides estimada em cultivos de microalgas com e sem suplementagéo de

micronutrientes.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 7745,029 41 188,903 53,8826 0,00
Residuos 294,490 84 3,506

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de carotenoides (N = 3) estimados nos 21 dias de cultivos das microalgas P. malhamensis

com e sem a adi¢do suplementar de micronutrientes.

Babadi et al. (2020), cultivaram Chlorococcum humicola e alcangaram em mg g*
2,01+0,16 usando o a acetona como solvente e 4,14+0,10 utilizando éter dimetil. Morcelli
et al. (2021) obteve o valor de 4,071+0,130 mg g* utilizando a Chlorella sorokiniana em
uma extragdo exaustiva. Empregando a Chlorella Thermophila, Sarkar et al. (2020) obteve
aproximadamente 1 mg g de carotenoides totais com uma agitacdo de 10.000 rpm em 4°C
durante 6 minutos. Gonzalez et al. (2020) em seus estudos com diversas cepas de
microalgas alcancaram entre 1,4 e 4,2 mg g de teor de carotenoides. Valores proximos
aos alcancados para P. malhamensis de 2,57+0,06 e 3,46+0,55 mg g para os cultivos sem
suplementacdo e com suplementacdo de micronutrientes respectivamente, utilizando

metanol para extracao.
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FIGURA 22 - Teste de Tukey para teor de carotenoides em um cultivo com e sem suplementagédo
de micronutrientes em fun¢do do tempo.
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5.4 SUPLEMENTAQAO DE MICRONUTRIENTES NA PRODUQAO DE LIPIDIOS

A extracdo dos lipidios foi feita pelo método de extracdo sucessiva descrita no
capitulo 4.4 utilizando metanol e cloroférmio na proporcéo 1:1. O contetdo lipidico da P.
malhamensis entre 0 3° e 21° dia de cultivo alcangou em média 20,10% para o cultivo em
meio M-8 que obteve suplementacdo de micronutrientes e de 16,20% para o cultivo sem a
suplementacdo. O maior valor extraido ocorreu no 16° dia do cultivo com suplementacédo
de micronutrientes, obtendo 24,344+0,957% (Qiipidios brutos Obiomassa seca ) (Figura 23). Sendo
esses resultados dentro da faixa de valores alcancados por Do Nascimento et al. (2012) em
seu trabalho com 21 cepas de microalgas onde apresentaram entre 2 e 35% de lipidios na
sua estrutura.

Realizou-se a ANOVA para a variavel resposta estuda quantidade de lipidio em
ambos os cultivos durantes os 21 dias e o resultado aponta diferenca estatistica em pelo
menos um dia de cultivo (p < 0,10) (Tabela 15). Assim, as médias estatisticamente
diferentes foram determinados para a variavel estudada, utilizando Tukey. Conforme os
resultados do teste de Tukey (Figura 24) a partir do 12° dia até o 21° dia ocorre diferenca

estatistica entre os valores obtidos dos cultivos no mesmo dia quando comparados.
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FIGURA 23 - Rendimento em lipidios (Qiipidios totais Obiomassaseca -) €M relagdo aos dias de cultivo, com

e sem suplementacdo de micronutrientes.
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TABELA 15 - ANOVA (a = 0,10) fator unico dia de cultivo para a variavel resposta lipidios

totais estimada em cultivos de microalgas com e sem suplementagdo de micronutrientes.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 1027,940 37 27,780 27,1100 0,00
Residuos 77,880 76 1,020

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de lipidios totais (N = 3) estimados nos 21 dias de cultivos das microalgas P. malhamensis

com e sem a adicdo suplementar de micronutrientes.

A porcentagem de lipidios, para o cultivo sem suplementacdo de micronutrientes,
variou entre 19,31% e 11,88%, obtendo a maior quantidade no 11° dia durante a fase
estacionaria e a menor no 21° dia em que ja se encontrava na fase de declinio. Entre 0 11°
e 14° dia verificou-se uma queda na producéo de lipidios de mesmo modo que houve uma
queda na producdo de biomassa, entretanto mesmo a biomassa continuando diminuindo até
o final do cultivo, ha um aumento na quantidade de lipidios entre o dia 14° e 17° dia, e em
seguida volta a diminuir a porcentagem de lipidios presentes nas células. Algo similar
ocorre no cultivo com suplementagdo de micronutrientes, onde no 16° dia inicia uma queda
na porcentagem de lipidios até o 19° dia, em seguida hd um pequeno aumento até o final
do cultivo. Como ambos 0s experimentos seguiram 0s mesmos padrées de cultivo até o 8°

dia, podemos deduzir que a suplementagéo de micronutrientes fez com que a quantidade de
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lipidios no 11° dia continuasse a aumentar até se esgotar os micronutrientes no 16° dia, ja o
cultivo sem a suplementacdo no 11° dia ja havia se esgotado, consequentemente a uma
diminuicdo no teor de lipidios durante 3 dias em ambos os cultivos. A falta de
micronutrientes necessarios para o0 desenvolvimento das células faz com que ocorra o
stress no cultivo, ocasionando um acumulo de lipidios nas microalgas, ocorrendo no
cultivo sem suplementacdo durando 4 dias, ap0s esse tempo o cultivo ja estd em um
processo avancado de lise, ocasionando a diminuicdo também dos lipidios presentes nas
células. Para o cultivo com suplementacéo, inicia o processo de aumento de lipidios até o
final do cultivo, visto que esse cultivo com suplementacdo encerra no 21° dia, onde
acontece o inicio da lise

A tendéncia da microalga com estresse osmotico (adicdo de NaCl) é diminuir a
concentracdo celular enquanto com a limitacdo de nitrogénio é aumento da concentracao
celular, ambos os stress apresentaram aumento no numero de lipideos (Gonzalez et al.,
2020). No presente trabalho a introducéo de nutrientes como B, Mn, Zn, Mo e Cu, durante
0 cultivo aumentou o rendimento de biomassa bem como o rendimento de lipidios.
Ketchum (1954) explica que tracos de Zn, Mn, Cu e Co sdo requeridos por varios
flagelados de algas em quantidades diferentes para cada tipo de espécie, sendo o0 que para
alguns é uma quantidade suficiente para um bom desenvolvimento de um cultivo, para
outro pode ser toxico. Provasoli (1958) relata que Ochromonas cultivadas em temperatura
acima do normal ocasionam desequilibrio em seu cultivo e a necessidade desses metais
aumentam dramaticamente. Dessa forma, os micronutrientes suplementados no cultivo
proporcionaram melhores condi¢fes no meio para a microalga se multiplicar e gerar maior
quantidade de lipidios, e a sua falta ocasiona uma diminuicdo na divisao celular .

A taxa de crescimento e a porcentagem de lipidios geralmente sdo os parameros de
maior relevancia e que sdo considerados na maioria dos estudos quando o assunto é
escolha de uma cepa para a producdo em larga escala de biocombustivel. Taxas de
crescimento menores contribuem para diminuir a produtividade da biomassa, mesmo
quando o teor de lipidios é alto, dessa forma, o rendimento de biomassa pode ser
considerado um critério adequado para a producgdo de biodiesel apenas quando associado a
produtividade lipidica (Nascimento et al., 2013). Assim sendo, consta na Tabela 16 os
dados referentes a produtividade lipidica volumétrica de ambos os cultivos. Para o cultivo
com suplementacdo de micronutrientes, encontra-se no 18° dia o maior valor referente a
produtividade volumétrica lipidica de 0,551 Qiipidios bt L-'dia™l, embora que o maior

percentual de lipidios ocorreu no 16° dia (24,344+0,957 Qipidios bruto Ubiomassa seca -). Similar
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ao ocorrido no cultivo com suplementacéo, no cultivo sem suplementacdo no mesmo dia
que atingiu a maior produtividade de biomassa também sucedeu-se a maior produtividade
lipidica volumétrica, neste caso no 3° dia com 0,264 Giipidgios bruto L dia™ de produtividade
volumétrica de lipidios, embora seja 0 11° dia com a maior quantidade de lipidios

presentes na microalga P. malhamensis.

FIGURA 24 - Teste de Tukey para o rendimento em lipidios (Qiipidios totais biomassaseca —) Cultivado com

e sem suplementacdo de micronutrientes em funcéo do tempo.
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TABELA 16 - Produtividade lipidica volumétrica.

Com suplementagdo de micronutrientes Sem suplementacdo de micronutrientes
Lipidios % Produtividade lipidica Lipidios % Produtividade lipidica
Dia (Qipidios bruto volumétrica (Qipidios bruto volumétrica
Obiomassa seca ) (Qripidios bruto L1dia™) Obiomassa seca ) (Qiipidios bruto L1dia™®)
3 14,905+0,986 0,207 15,124+2,681 0,264
4 16,749+0,892 0,390 16,850+0,885 0,212
5 17,33140,169 0,209 16,935+0,000 0,208
6 17,991+2,056 0,157 17,019+1,085 -0,009
7 16,530+1,410 0,114 16,865+1,125 0,208
8 17,812+0,776 0,101 17,559+2,503 -0,036
9 19,897+1,268 0,103 18,389+1,210 -0,012
10  19,791+0,463 -0,071 18,491+0,237 0,095

11 21,158+0,756 0,127 19,310+1,574 -0,063




91

12 21,546+0,364 0,171 15,730+0,663 -0,123
13 22,144+1,072 0,190 16,820+0,555 -0,090
14 22,881+0,378 0,055 12,747+1,100 -0,037
15 23,631+0,550 0,094 15,210+0,156 -0,109
16 24,344+0,957 0,161 17,585+0,606 -0,100
17 22,044+0,574 0,234 18,362+0,286 -0,036
18 21,735+0,611 0,551 15,246+0,305 -0,077
19 19,930+0,406 0,102 14,230+0,120 -0,064
20 20,394+0,595 0,408 13,396+0,497 -0,017
21 21,113+0,212 -0,334 11,877+0,723 -0,040

Utilizando os dados de produtividade do cultivo na fase exponencial de 0-3 dias para
0 cultivo com suplementagdo de micronutrientes e 0-2 dias para o cultivo sem
suplementacédo extra, entretanto utilizando o dado de porcentagem de lipidio obtido no dia
3 para o cultivo sem suplementacao pela falta desse dado no 2° dia, obtemos 0,126 e 0,099
Qlipidios brute L dia™ para o cultivo com e sem suplementacdo consecutivamente, valores
préximos aos encontrados por Nascimento et al. (2013) para as microalgas Botryococcus

braunii de 0,112 g L*dia™ e para Botryococcus terribilis de 0,098 g L*dia™.

5.5 PERFIL DIARIO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS BRUTAS

Ao longo do cultivo da microalga Poterioochromonas malhamensis o qual recebeu
suplementacdo extra de micronutrientes foi analisado o rendimento proteico da biomassa
seca, atingindo em média de 48,69+0,73 Qproteina bruta Jhiomassa seca ~ €Ntre 0 3°e 0 21° dia de
cultivo (Figura 25). Valor similar aos obtidos por Do Nascimento et al. (2012) que em seu
trabalho estudou 21 cepas de microalgas as quais atingiram o valor de menor e maior
quantidade de lipidios presentes nas celulas de 15,26+3,48 (microalga ndo identificada) e
59,59 +4,01 para microalga Ankistrodesmus sp. Da mesma forma, Gonzalez et al. (2020)
em seus estudos encontrou valores para lipidios dentre 28,99+5,38 (microalga ndo
identificada) e 63,86 + 0,02 para Coccomyxa sp.

Executou-se a ANOVA para o rendimento em proteina bruta durante o cultivo e o
resultado indica diferenca estatistica em pelo menos um dia de cultivo (p < 0,10) (Tabela

17). Em seguida, as médias estatisticamente diferentes foram determinados para a variavel
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estudada, utilizando Tukey. A maior média obtida para rendimento proteico aconteceu no
13° e 16° dia, que segundo o teste de Tukey (Figura 26) ndo se diferem estatisticamente.

FIGURA 25 - Rendimento em proteinas (Gproteina bruta Obiomassa seca ) €M relacdo aos dias de cultivo

com suplementacdo de micronutrientes.
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TABELA 17 - ANOVA (a.= 0,10) fator unico dia de cultivo para a variavel resposta proteina

bruta estimada em cultivos de microalgas com suplementacdo de micronutrientes.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 401,96 18 22,33 13,68 0,000
Residuos 31,01 19 1,63

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de proteina bruta (N = 2) estimados nos 21 dias de cultivos das microalgas P. malhamensis

com adicdo suplementar de micronutrientes.

Segundo Gonzalez et al. (2020), muitas microalgas tém a capacidade de produzir
proteina de até 30 a 60% de seu peso seco, tornando-as boas fontes de proteina para
fertilizante orgénico, suplemento nutricional humano ou racdo animal. De acordo com Do
Nascimento et al. (2012) a deficiéncia de nitrogénio faz com que ocorra uma diminui¢do
na quantidade de proteinas nas células, logo, podemos correlacionar o alto teor de

proteinas presente na P. malhamensis devido ao meio M-8 com alta carga de nitrogénio.
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FIGURA 26 - Teste de Tukey para o rendimento em proteina bruta (Qproteina bruta Ubiomassa seca )
cultivado com suplementacgéo de micronutrientes em fungéo do tempo.
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5.6 CARACTERIZACAO GERAL

Foi caracterizada a biomassa da microalga Poterioochromonas malhamensis (Tabela
18) no 25° dia de cultivo ap6s o processo de secagem em estufa, para utilizacdo posterior
na extracdo de lipidios e transesterificagdo in situ (topico 5.7 e 5.8 desse trabalho.)

O teor de cinzas presente na biomassa foi de 8,040+0,110 valor na mesma faixa aos
encontrado por Gonzélez et al. (2020) no seu trabalho de pesquisa com algumas espécies
de microalgas que variou de 4,0 e 15,9%, também proximo ao encontrado por Costard et
al. (2012) para Chlorella sp. de 7,54 + 1,21 % em sua fase estacionaria.

Foi observado teor de umidade de 6,634+0,482% presente na amostra ja submetida
ao processo de secagem, valor dentre os obtidos por Tang et al. (2016), que obteve
3,1+0,06% para Nannochloropsis e 7,8+0,26% para Spirullina.

Do Nascimento et al. (2012) verificaram um teor de carboidratos de 34,00+3,21% ao
avaliarem o contedo da Haematococcus pluvialis com nitrogénio em excesso, valor

préximo ao encontrado nesse estudo para carboidratos totais (35,250%).
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TABELA 18 - Composicao Quimica no 25° dia de cultivo da microalga P. malhamensis

Parametros Teor Unidade
Cinzas 8,040+0,110 %
Umidade 6,634+0,482 %
Matéria seca 93,366+0,262 %
Proteinas Brutas 35,34+0,219 % - g proteina bruta Jbiomassa seca -
Lipidios Totais 12,101+0,657 % - g tipidios totais Jbiomassa seca
Carboidratos Totais 35,250 % - Qearboidratos totais Jbiomassa seca
Fibras Brutas 0,451+0,005 % - Ufibra bruta Jbiomassa seca -
Carotenoides 0,0+0,0 mg g*
Clorofila a 7,081+0,923 mg g*
Clorofila b 11,304+1,234 mg g*

Valor identificado para as fibras brutas (0,451+0,005%) pequeno quando comparado
com aos valores presentes no trabalho de Matos et al. (2016) que alcancou 5,6+0,4 para
Chlorella vulgaris e 8,5+0,5 para a Nannochloropsis gaditana. Uma explica¢do para um
valor inferior em comparacdo a outras microalgas, é a inexisténcia de parede celular na P.
malhamensis. As fibras sdo oriundas dos polissacarideos ndo digeriveis que estdo presentes
tanto em reservas energéticas quanto na parede celular.

Gonzalez et al. (2020) ao analisar os carboidratos presentes em suas microalgas
obteve entre 14,9 e 33,6%. Do Nascimento et al. (2012) para microalgas Scenedesmus
obliquus, Chlorella sorokiniana e Pseudokirchneriella sp., atingiu teores de carboidratos
de 23,2, 22,2 e 22,0%, respectivamente. Valores similares ao encontrado nesse trabalho de
22,381%.

Para a matéria seca foi obtido o valor de 93,366+0,262%, valor condizente aos
encontrados por Matos et al. (2016) para Chlorella vulgaris (93,8+0,3), Nannochloropsis
gaditana (94,7 £0,4) e Nannochloropsis oculata (95,9+0,1).

Outros parametros presentes na Tabela 18 discutidos nos topicos 5.3, 5.4 e 5.5.

5.7 EXTRACAO DE LIPIDIOS
Neste topico sera visto o rendimento de lipidios totais e &cidos graxos presentes na P.

malhamensis utilizando técnicas diferentes de extragdo, variando 0s parametros como

quantidade de solvente, espécie de solvente, temperatura e tipo de agitacéo.
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5.7.1 Extracao a frio

Para a extracdo de lipidios, o método criado por Bligh e Dyer (1959) utiliza como
solvente uma mistura de cloroférmio, metanol e agua. Ao longo dos anos, esse método tem
sido modificado, com o objetivo de aprimorar a extracdo lipidica.

O método de Folch também utiliza a mistura cloroférmio e metanol, porém a
introducdo da &gua so € utilizada para separar as fases da extracdo e ndo para ajudar no
processo de extracao.

Sendo as propor¢des de cloroférmio:metanol:agua, a sigla BD1 é a extragdo na
propor¢do (2:2:1,8), BD1-ULTRA na propor¢do (2:2:1,8) com o ultrassom, BD2 na
propor¢do (2:2:1), BD3 e BD3-ULTRA é (5,7:3:1) e (5,7:3:1) com o ultrassom
respectivamente, e FOLCH (2:1:0,8).

Nas extracdes que ndo empregaram os solventes cloroférmio e metanol, as siglas séo:
HR1 para a extracdo de n-hexano e isopropanol (4,5:3), HR1-MOD designa as extracfes
que utilizaram apenas o n-hexano (foi utilizado etanol no processo de separacdo de fases),
FAJARDO para extracdo com etanol apenas e FOLCH-MOD para extracdo onde foi
utilizado diclorometano e metanol (2:1:0,8).

Verificou-se um rendimento em lipidios entre 11,519+0,901 e 3,082+1,121% (Qiipidio
Obiomassa seca +) € SA0 exibidos na Figura 27, onde todos os dados apresentados sdo a média +
desvio padrdo de extracBes em triplicada. A quantidade de lipidios extraido dependeu da
técnica e do solvente utilizado. Executou-se a ANOVA para o rendimento em lipidios
totais e o resultado indica diferenca estatistica em pelo menos um método de extragdo (p <
0,10) (Tabela 19). Em seguida, as médias estatisticamente diferentes foram determinados

para a variavel estudada, utilizando Tukey (Figura 27).

TABELA 19 - ANOVA (a = 0,10) fator unico método de extragdo sem aquecimento para a

variavel resposta rendimento em lipidios totais.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 219,513 9 24,390 34,076 0,000
Residuos 14,315 20 0,716

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de lipidios totais (N = 3) estimados em 10 diferentes técnicas de extragdo sem

aquecimento.
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A mistura cloroférmio, metanol e 4gua na propor¢édo 2:2:1,8 (BD1) foi a que obteve
0 maior rendimento dentre as técnicas que ndo utilizam aumento de temperatura no
processo, e pelo teste de Tukey ndo se difere estatisticamente a nivel de 10% de BD2 em
relacdo a letra a. Quando comparada BD1 com as técnicas, BD3 e FOLCH ha uma
diminuicdo de aproximadamente 21,27% e 23,76% respectivamente no rendimento. O
cloroférmio é um solvente apolar com indice de polaridade 4,1, enquanto 0 metanol tem
indice de polaridade 5,1 e a agua 10,2, logo a mistura BD1 pelas suas proporcdes é mais
polar que a BD3, e ambas sdo mais polares que a mistura de FOLCH, sendo que essa
técnica ndo utiliza dgua no processo de extracdo, somente no processo de separacdo de
fases. De Jesus et al. (2019) utilizando a Chlorella pyrenoidosa também alcancou
resultados maiores para a metodologia de Bligh e Dyer (115,05%5,32 mgiipidios Jbiomassa )
em relacdo a metodologia de Foch (113,47+7,58 MQiipidios Jbiomassa ).

O uso do ultrassom na extracdo BD1-ULTRA quando comparada com BD1 néo
houve aumento significativo em nivel de 10% estatisticamente para o teste de Tukey. Para
a extracdo BD3-ULTRA em relacdo a BD3 houve um aumento de 10,86% no rendimento
das extracdes. Esse aumento no rendimento utilizando o banho ultrassénico esta ligado a
ruptura celular provocado pelas ondas sonicas que geram microbolhasde cavitacdo na
superficie da celula ocasionando sua desintegracdo. D’Oca et al. (2011) quando comparou
a extracdo de Bligh e Dyer utilizando a agitacdo magnética e o ultrassom por 20 minutos,
obteve um aumento de apréximadamente 10% para 12,5% no rendimento lipidico.

Quando utilizado outros solventes diferentes da mistura cloroférmio e metanol houve
uma diminuicéo acentuada do rendimento lipidico. Ao alterar o cloroférmio e adicionar o
diclometano na extracdo FOLCH-MOD, quando comparado com o FOLCH para o teste de
Tukey, os resultados apresentam diferencas estatistica significativa a nivel de 10%.
Havendo uma diminuicdo no rendimento da extracdo proximo de 37,68%. Essa diminuicédo
ocorre com a diminuicdo na polaridade da mistura do sistema, sendo o diclometano menos
polar que o cloroférmio, assim explicando também o menor rendimento obtido ser da
técnica de extracao feita apenas utilizando o hexano (HR1-MOD). Jesus et al. (2019) ao
utilizar a microalga Chlorella pyrenoidosa com 65.71% de umidade, e comparar o
processo FOLCH, HR1 e HR1-MOD atingiu 113,47+7,58, 108,66+4,78 e 9,62+0,98
(MQlipidios Jbiomassa~) respectivamente. Evidenciando também um menor desempenho na

extracdo apenas com hexano.
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FIGURA 27- Rendimentos de lipideos extraidos (%) utilizando técnicas diferentes de extracao,
onde ndo ha o uso de temperatura maiores que 25°C e teste de Tukey.
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Halim et al. (2012) explica que a dificuldade em apenas um solvente apolar extrair 0s
lipidios das celulas esta ligado aos lipidios presentes no citoplasma, esses 0 qual estdo
fortemente ligados por pontes de hidrogénio a proteinas na membrana celular e as
interacdes de Van der Waals formadas entre o solvente organico apolar e os lipidios
neutros no complexo sdo inadequadas para interromper essas associagdes lipidio-proteina,
por outro lado, um solvente organico polar é capaz de interromper esss associagoes.

Lee et al. (1998) em seu trabalho com a microalga Botryococcus braunii, quando
comparado a extracdo com cloroférmio e metanol na proporcdo (2:1) com a extracdo de
hexano e isopropanol (3:2), alcancou também um maior rendimento para a mistura com
cloroférmio e metanol de 28,6% ja para a mistura com hexano e isopropanol houve uma
diminuigéo de aproximadamente 30% no rendimento.

Os perfis de acidos graxos obtidos nos respectivos processos de extracdo sdo
apresentados na Figura 28. Os resultados experimentais indicaram que o 6leo extraido era
composto principalmente de acido palmitico (C16:0), &cido palmitolénico (C16:2), &cido
hirigbnico (C16:3), acido linoleico (C18:2w6c) e acido a-linolénico (C18:3w3). Esses
cinco acidos graxos representam mais de 90% da composicdo total de acidos graxos do
o0leo extraido, exceto para a extracdo HR1-MOD, onde ocorre um elevado indice de C16:1

e C20:3. Outros acidos graxos, como os acidos miristico (C14:0), acido estearico (C18:0) e
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acido y-linolenico (C18:3w6). também foram observados com uma éarea de pico menos
predominante.

Os &cidos graxos da microalga P. malhamensis analisados por cromatografia gasosa
e extraidos com solventes apolares e préticos polares (alcoois) relatou a presenca de acidos
graxos de tipo insaturado como predominantes nos lipidios extraidos (Figura 29). O &cido
linoleico (C18:2w6c) foi predominante em todas as extragfes com excecdo da extracdo

FOLCH-MOD, onde ocorreu uma maior incidéncia do acido palmitolénico (C16:2).

FIGURA 28 - Perfil de 4cidos graxos da Poterioochromonas malhamensis obtido por diferentes

métodos de extracao a 25°C.
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Os acidos graxos de natureza poliinsaturada extraidos pela técnica BD1-ULTRA
mostrou maior porcentagem em composicdo (79,83%) em contrapartida a técnica HR1-
MOD que utiliza apenas hexano alcangou apenas 63,67%. Para 0s acidos graxos saturados,
a utilizacdo de apenas etanol (FAJARDO) na extracdo rendeu o maior valor, sendo
alcancado 29,87%. Para a indUstria dos biocombustiveis quantidades apreciaveis de acidos
graxo saturados sdo desejadas. O acido palmitico (C16:0) proporciona ao 6leo resisténcia a
degradacéo oxidativa em condicgdes de altas temperaturas e, assim, aumenta seu tempo de
armazenamento. De maneira oposta, ndo sdo desejados para industria de alimentos
funcionais, uma vez que os acidos graxos saturados sdo relacionados com aumento dos
niveis de LDL (low density lipoprotein) no organismo, aumentando os riscos de doencas
coronarianas (BERMUDEZ-SIERRA, 2018).
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FIGURA 29 - Composic¢do dos acidos graxos da Poterioochromonas malhamensis a 25°C
utilizando técnicas diferentes de extracGes.
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Na industria de biocombustivel a utilizacdo de dleos com altas quantidades de acido
oleico apresentam boas propriedades de equilibrio. Essas propriedades incluem qualidade
de ignicdo, combustdo em calor, reducdo do ponto de obstrucdo de filtro frio em regides
frias, estabilidade oxidativa, viscosidade, lubrificacdo e nimero de cetano (BERMUDEZ-
SIERRA, 2018), sendo o maior valor obtido pela extracdo de FOLCH-MOD com 4,66% na
composicao e ndo apresentando valor significativo nas extracbes com etanol (FAJARDO)

e com a mistura hexano e isopropilico (HR1).

5.7.2 Extragdo a quente

A extracdo com elevacdo de temperatura ocorreu utilizando dois métodos distintos, a
extracdo com o soxhlet e a extracdo sucessiva. Para ambas foi utilizado os solventes
hexano, etanol, diclorometano, éter etilico e a mistura (1:1) de cloroférmio e metanol.
Executou-se a ANOVA para os dados obtidos e os resultados indicam diferenca estatistica
em pelo menos um meétodo de extragdo com determinado solvente (p < 0,10) (Tabela 20).
Assim, as médias estatisticamente diferentes foram determinados para a variavel estudada,

utilizando Tukey.
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TABELA 20 - ANOVA (a = 0,10) fator unico método de extragdo com elevagado de

temperatura para a variavel resposta rendimento em lipidios totais

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 219,513 9 24,390 34,076 0,000
Residuos 14,315 20 0,716

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de lipidios totais (N = 3) estimados em 10 diferentes técnicas de extragdo com elevacéo de

temperatura.

De acordo com os resultados do teste de Tukey, o maior rendimento obtido sucedeu-
se com o método de soxhlet e com o metodo sucessivo utilizando como solvente
cloroférmio e metanol na mesma proporc¢do, segundo Tukey (Figura 30) os rendimentos
obtidos em ambas néo se diferem estatisticamente a nivel de 10%, sendo o valor obtido
para a extracdo com o equipamento soxhlet de 12,642+0,980% (Qiipidio Obiomassa seca ) € para
extracdo sucessiva 12,101+ 0,658% (Qiipidio Jbiomassa seca ~)-

Para a extracdo utilizando etanol (soxhlet e sucessiva) houve diferenca estatistica a
nivel de 10%, obtendo o rendimento utilizando o soxhlet de 8,445+0,619% (Qiipidio Qbiomassa
secal) € para a extracdo sucessiva o rendimento foi de 4,017+0,805% (Qiipidio Obiomassa seca ~)-
Sendo essa diferenca a mais significativa quando comparada as técnicas de extracdo para
cada solvente. Essa diferenca pode estar associada com a temperatura utilizada em cada
técnica, sendo na extracdo sucessiva a temperatura de 60°C e na extracao via soxhlet, foi
utilizada a temperatura de ebulicdo do solvente, nesse caso aproximadamente 79°C.

O método soxhlet em todas as extracdes obteve maior ou igual rendimento lipidico
guando comparado com o método sucessivo, uma explicacdo para o ocorrido pode estar
relacionada com o tempo de duracdo de cada extracdo. 6,5 e 3 horas foram os tempos das
extragdes via soxhlet e sucessiva respectivamente.

Jesus et al. (2019) na extracdo via soxhlet utilizando apenas hexano, atingiu
44,07+2,54 (Qiipidio Obiomassa seca~) com a Chlorella pyrenoidosa (65,71% de umidade),
quando comparado essa extragdo com a extracdo a temperatura ambiente com apenas
hexano houve uma diminuicdo de aproximadamente 78% de rendimento, valor acima do

encontrado nesse trabalho de 34% de diminuig¢do no rendimento.
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FIGURA 30 - Rendimentos de lipideos (%) extraidos via soxhlet e extragdo sucessiva com 0s
solventes hexano, diclorometano, etanol, éter etilico e a mistura cloroférmio e metanol. Teste de

Tukey representado pelas letras.
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McNichol et al. 2012 ao comparar as extracBes via soxhlet utilizando hexano e
etanol também verificou-se um rendimento maior para o solvente etanol em relacdo ao
hexano. Para o etanol o rendimento foi de aproximadamente 25% (B. braunii) e 23% (P.
tricornutum) e para o hexano foi atingido o rendimento de 16% (B. braunii) e 4% (P.
tricornutum).

Os perfis de acidos graxos obtidos dos respectivos processos de extracdo Sao
apresentados na Figura 31. Consistindo os solventes com a letra A (ex: Hexano - A)
obtidos no modo soxhlet e com a letra B no modo extracao sucessiva.

Os resultados mostram a composicdo do 6leo em sua maioria é de (C16:0), (C16:2),
(C16:3), (C18:2wbcC) e (C18:3w3), sendo a mesma das extragdes a frio. Na extracdo via
soxhlet esses &cidos graxos representam no minimo 84% da composicdo do Oleo, e na
extracdo sucessiva esse nimero é menor, correspondendo no minimo de 65%.

Em ambas as extragdes com Diclorometano ocorreu uma alta concentracgéo de C20:3.
E na extracdo sucessiva com etanol foi obtido 16,8% de C:16:1.

Segundo Jesus et al. (2019) para a producéo de biodiesel a composi¢do do 6leo deve
conter uma mistura de acidos graxos saturados, monoinsaturados e di-insaturados, a média

das extracbes a quente para essa mistura foi de 67,46%, (Figura 32) abaixo do valor
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encontrado para extracbes a frio que foram de 75,29%. Essa diminuicdo pode estar
relacionada com o aumento de &cidos graxos poliinsaturados com o aumento da

temperatura.

FIGURA 31 - Perfil de 4cidos graxos da Poterioochromonas malhamensis obtido pelos métodos de

extracdo sucessiva (B) e via soxhlet (A).
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FIGURA 32 - Composicdo dos acidos graxos da Poterioochromonas malhamensis utilizando a
extracdo sucessiva e a extracdo com o soxhlet em diferentes solventes.
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5.7.3 Extracao supercritica

A extracdo de lipidios utilizando CO2 no estado supercritico, com temperatura de
50°C e pressdo de 25MPa, foi realizado durante o tempo de 120 minutos com e sem a
adicédo de etanol como cossolvente (Figura 33). Para a extracdo utilizando apenas CO2 0
rendimento méaximo obtido foi de 0,412 Qiipidios Gbiomassa seca -, Valor aproximadamente 224 e
287% menor que o obtido utilizando 10 e 5% de cossolvente respectivamente.

O aumento no valor do rendimento lipidico quando introduzido um solvente polar,
indica uma fragdo maior de lipidios polares presentes nas células da microalga. Tang et al.
(2011), utilizando temperatura de 40°C e pressdo de 35Mpa em 240 minutos para a
Schizochytrium limacinum, obteve um aumento de 14 para 35% Giipidios Jbiomassa seca - para
um teor (m/m) de 0 a 100% de etanol no processo. Valor superior ao encontrado neste
trabalho, porém o aumento no rendimento lipidico s6 ocorreu a partir de 30% (m/m) no
teor de cossolvente.

Na Figura 34, foi avaliado para um teor de 5% de etanol como cossolvente,
diferentes temperaturas e pressdes. Obtendo uma clara distin¢cdo no rendimento em lipidios
com inicio no tempo de 20 minutos de extracdo. Para 40°C e 20Mpa foi obtido 0 menor
resultado em rendimento de 1,308% Qipidios Jbiomassa seca — atingido ao final de 150 minutos.
Todavia, para 40°C e 30MPa houve um aumento em aprox. 76% alcancando 2,309%
Olipidios Obiomassa seca . O resultado aponta que quando ha variagdo de temperatura, o
rendimento dependerd da pressdao para estabelecer se a mudanca serd crescente ou
decrescente. Para pressdo de 20MPa, o aumento da temperatura de 40°C para 60°C gerou
um aumento de 35% no rendimento. Contudo, para a pressdo de 30MPa, o aumento da
temperatura de 40°C para 60°C houve uma diminuicdo de 16% no rendimento lipidico. Os
resultados obtidos condizem com os resultados obtidos por Tang et al. (2011), que também
obteve, em uma temperatura constante de 40°C, um aumento de aprox. de 14 para 25%
Olipidios Jbiomassa seca -para a pressio de 20MPa e 30MPa respectivamente. Para a pressio
constante de 35MPa alcangou também uma diminuicdo no rendimento quando houve
variacao de temperatura (40-60°C).

Né&o foi possivel executar ANOVA e teste de Tukey para a extracdo supercritica, pois

as reacOes foram feitas sem réplicas.
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FIGURA 33 - Rendimento em lipidios da extracdo supercritica para temperatura de 50°C e pressao

de 25MPa.
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FIGURA 34 - Rendimento lipidico na extracao supercritica variando a pressdo e a temperatura do
sistema, com a utilizacdo de 5% de etanol como cossolvente.
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As fracOes de acidos graxos sdo apresentadas na Figura 35. Ocorrendo em todas as
extracOes supercriticas uma maior quantidade de C:16 seguida por C:18:2w6 e C:18. Os
valores entre as extragdes supercriticas com determinadas temperaturas e pressdes ndo

provocaram uma grande alteragdo no perfil de &cidos graxos, entretanto quando
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comparadas com as fragOes obtidas nas Figuras 28 e 31 houve uma inversdo de maior
acido graxo obtido, sendo tanto para a extragdo a frio (Tépico 5.7.1) como para a extracdo
a quente (Topico 5.7.2). Nessas duas extracfes os maiores acidos graxos foram C:18:2we;
C:16 e C:16:2. Essa técnica proporcionou um grande aumento na proporcao de C:18 e uma
grande diminuicdo na propor¢édo de C16:2, sendo esses resultados corroborando com a
Figura 36, onde ocorreu um aumento de acidos saturados (em media 21,97 e 21,89% para
extracdo a frio e a quente respectivamente, para 63,71% para extracdo supercritica) e uma
diminuicdo de acidos poliinsaturados de 74,68 (média da extracao a frio) e 74,36% (média

da extracdo a quente) para 26,19% (Figuras 29 e 32).

FIGURA 35- Perfil de &cidos graxos para extracfes supercriticas com COzno tempo de 150

minutos com adicdo de 5% de etanol como cossolvente.
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FIGURA 36 - Composigao dos &cidos graxos da Poterioochromonas malhamensis utilizando a
extracdo supercritica com CO- e 5% de etanol como cossolvente no tempo de 150 minutos.
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5.8 TRANSESTERIFICACAO IN SITU PARA PRODUCAO DE BIODIESEL

Neste tdpico serd visto o rendimento em biodiesel e em de ésteres de acidos graxos
por meio da transesterificacdo in situ (direta), alterando a proporcdo de solvente, de
catalisador e a temperatura da reacdo. Sera discutido também a influéncia do teor de agua
na biomassa, tipo de solvente usado na reacdo (etanol e metanol) e teor do cossolvente

cloroformio.
5.8.1 Efeito do tipo de &lcool e tempo na transesterificacao in situ

Ao analisar o efeito do alcool metanol e etanol na transesterificacdo direta foi obtido
um maior rendimento para todos os tempos do etanol em relacdo ao metanol, quando
avaliado a quantidade de biodiesel pela biomassa seca (Figura 37-a). Realizou-se a
ANOVA para os dados obtidos e os resultados indicam diferenca estatistica em pelo menos
um valor de rendimento em biodiesel (p < 0,10) (Tabela 21). O maior valor alcancado foi
de 19,43320,306% (Ubiodiesel Uniomassa -) NO tempo de 120 minutos, porém esse valor néo se
difere estatisticamente em relacdo a nivel de 10% aos valores obtidos a partir do tempo de
5 minutos de reagdo com etanol para o teste de Tukey (Tabela 22).

FIGURA 37 - Reacdo de transesterificagdo in situ variando o solvente (metanol e etanol) usado na
propor¢do em volume de 10:1:1 (solvete:catalisador:cossolvente), em 65°C; a) Rendimento em

biodiesel; b) Rendimento os ésteres de &cidos graxos pela biomassa seca.
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O maior rendimento em biodiesel utilizando o alcool metanol foi também no tempo
de 120 minutos, no valor de 17,481+0,378% (Ubiodiessl Gbiomassa ), sendo que esse valor
também ndo se difere a nivel de 10% para Tukey do maior rendimento atingido para o

etanol.

TABELA 21 - ANOVA (o = 0,10) fator tinico para transesterificagéo in situ utilizando o metanol e

o etanol, sendo a variavel resposta rendimento em biodiesel % (Qbiodiesel Obiomassa ).

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 362,01 21 17,24 11,478 0,000000
Residuos 33,04 22 1,50

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de rendimento em biodiesel (N = 2) estimados em diferentes transesterificacfes in situ

com etanol e metanol.

TABELA 22 - Teste de Tukey para variavel resposta rendimento em Biodiesel % (Qbiodiesel
Obiomassa -) N reacdo de transesterificacéo in situ para metanol e etanol, nas condigdes: 65°C, na
proporcao em volume de 10:1:1 (etanol ou metanol:HCI:cloroférmio).

Tempo (minutos) Etanol Metanol

1 12,683+0,421°% 10,441+0,4459

3 14,543+1,355Pcdef 10,658+2,2179

5 16,141+1,927 3bcdef 10,002+1,205¢
10 16,729+1,9903bcdef 12,349+2,6421
15 17,183+1,3513cde 13,413+1,137%f9
30 17,607+0,9843bcd 14,3650,769°"
60 18,962+1,103%® 15,826:1,0723bcdef
90 18,909+0,504%¢ 16,348+0,74030cdef
120 19,433+0,306° 17,481+0,378%
180 18,045+0,964%° 17,055+0,7593%cd
240 19,228+0,0982 16,918+0,456°0c¢

Analisando o rendimento em ésteres de &cidos graxos metilicos e etilicos por
biomassa seca (Figura 37-b), nota-se um maior rendimento para o metanol em todos os
tempos de reacdo. Ao realizar a ANOVA para os rendimentos em ésteres, 0s resultados
indicam diferenca estatistica em pelo menos um valor de rendimento (p < 0,10) (Tabela
23). O maior rendimento em ésteres obtido foi no tempo de 240 minutos no valor de
5,839+0,554% (Qesteres Ghiomassa-), contudo esse valor ndo se difere estatisticamente a nivel
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de 10% pelo teste de Tukey (Tabela 24), aos tempos de 60, 90, 120, 180 minutos para o
solvente metanol. O &lcool etilico apesar de possuir o mesmo rendimento em biodiesel que
0 metanol, possui um menor rendimento para ésteres de acidos graxos, cerca de 60%. Esse
menor rendimento em ésteres graxos pode ser explicado devido uma maior reatividade dos
radicais metoxido em relacdo aos radicais etoxido, posto que o tamanho da cadeia
carbbnica € maior para o etanol e a nucleofilicidade do anion alcéxido diminui,
ocasionando a uma diminuicéo da reatividade (BAUMGARTNER et al. 2013).

TABELA 23 - ANOVA (o = 0,10) fator tnico para transesterificagéo in situ utilizando o metanol e

o etanol, sendo a variavel resposta rendimento em ésteres de acidos graxos % (Qesteres Jbiomassa ).

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 106,5121 21 5,0720 27,945 0,000000
Residuos 3,9929 22 0,1815

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada
com os resultados de rendimento de ésteres (N = 2) estimados em diferentes transesterificagfes in situ com

etanol e metanol.

Baumgartner et al. (2013) verificaram a sintese de ésteres da biomassa de Spirulina
platenses em 120 minutos de reagdo para 60°C nas proporgdes 10:1:1 (metanol:HCI:
Cloroférmio) e obtiveram um rendimento aproximadamente 42 MQesteres Gbiomassa — (OU 4,2%

Qésteres Obiomassa ), Valores proximos aos encontrados neste trabalho.

TABELA 24 -Teste de Tukey para variavel resposta rendimento em ésteres de acidos graxos
% (Qesteres Ghiomassa -) Na reacdo de transesterificacdo in situ para metanol e etanol, nas

condigdes: 65°C, na proporcdo em vol. 10:1:1 (etanol ou metanol:HCI:Cloroférmio).

Tempo (minutos) Etanol Metanol

1 1,282+0,216" 2,149+1,104fn

3 1,367+0,004" 2,496+0,588°1"

5 1,604+0,446%" 2,972+0,084%f0
10 2,142+0,493fn 3,233+0,460%f
15 1,458+0,310°%" 3,994+0,215%
30 2,338+0,267%" 4,236+0,404°
60 2,230+0,138" 5,481+0,002%¢
90 2,033+0,205%" 5,737+0,266
120 1,941+0,327" 5,796+0,276%
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180 2,561+0,803¢fa" 5,327+0,167%°
240 1,987+0,205" 5,839+0,5542

A Figura 38 expdem os percentuais obtidos na conversdo de acidos graxos. Sendo o
rendimento de conversdo obtido dividindo o rendimento de ésteres de acidos graxos da
transesterificacdo in situ pelo rendimento em ésteres do método de extracdo sucessiva.
Alcangando a maior conversdo para o alcool metilico no tempo de 240 minutos com uma
conversdo de 91,156+8,655%. Valor proximo ao obtido por Kim et al. (2015) de 91,57%,
utilizando a microalga N. gaditana com 0,1 mL de HCI, 0,5 mL de cloroférmio, 1 mL de

metanol e 68,4% de umidade por 120 minutos a 95°C.

FIGURA 38 - Rendimento em conversdo de ésteres de acidos graxos na transesterificagao in situ
usado na proporgdo em volume de 10:1:1 (solvete:catalisador:cossolvente), em 65°C.
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Apesar da ndo diferenca entre etanol e metanol nos resultados do biodiesel por
biomassa seca, a diferenga no rendimento de ésteres de &cidos graxos e conversdo da
reacao devem ser consideradas, logo as proximas reacoes realizadas serdo todas utilizando
0 metanol, na tentativa de um melhor rendimento de ésteres. Na questdo tempo de reacéo,
do mesmo modo que ndo houve diferenca entre os tempos finais da reagdo para 0s
rendimentos em biodiesel por biomassa, na questao dos acidos graxos o melhor rendimento

foi no tempo de 240 min, sendo fixado para as proximas reacgdes.

5.8.2 Efeito da umidade da biomassa transesterificacao in situ
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A avaliacdo no teor de agua presente na biomassa durante a reacdo de
transesterificacdo € de suma importdncia visto que um dos maiores custos na
transesterificacdo direta ou indireta de biodiesel é a secagem da biomassa. Entretanto, a
partir dos resultados obtidos (Figura 39-a), observou-se que o rendimento do biodiesel
diminuiu enquanto o teor de &gua aumentou. O rendimento em biodiesel por biomassa
com 6,6% de &gua foi de 16,918+0,456% valor aproximadamente 17% maior do que com a
biomassa com 25% de agua.

Porém diferente dos resultados de Cao et al. (2013), que o rendimento em biodiesel,
utilizando a Chlorella pyrenoidosa, diminuiu gradualmente de 90 para 10%, o valor de
rendimento em 25%, 50% e 75% ndo se diferem a nivel de 10% estatisticamente para o
teste de Tukey (Tabela 25). Essa diferenca pode estar associada com a temperatura da
reacdo, onde Cao et al. (2013) também estudaram a influéncia da temperatura juntamente
com o teor de &gua na transesterificacdo in situ, e como resultados eles perceberam que
quanto maior a temperatura do sistema, menor sera a influéncia da &gua na reagdo. Para
temperaturas acima de 150°C o aumento do teor de agua ajudou aumentar o rendimento da
reacdo. Ja para temperatura intermediaria de 120°C, notaram que a partir de determinada
porcentagem no teor de &gua inicia a influéncia na reacdo, que no caso de Caos e
colaboradores foi de 50%.

FIGURA 39 - Reacdo de transesterificacdo in situ alterando teor de agua na biomassa. Proporcao
utilizada 10:1:1 (Metanol:HCI:Cloroférmio), em 65°C a) Rendimento em biodiesel; b) Rendimento

0s ésteres de acidos graxos.
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TABELA 25 - Teste de Tukey para variavel resposta rendimento em biodiesel por biomassa
seca % (Ubiodiesel Jbiomassa ) Na reacdo de transesterificacéo in situ para variacdo no teor de agua,

nas condicdes: 65°C, 10:1:1 (metanol:HCI:Cloroférmio), no tempo de 4 horas.

Teor de 4gua Tukey
6,6% 16,918+0,4562
25% 14,075+0,934°
50% 13,678+0,424°
75% 12,388+0,213"

Johnson e Wen (2009) ao estudar a transesterificacdo in situ utilizando
Schizochytrium limacinum, obtiveram em rendimento de biodiesel por biomassa de
66,97+1,70% para biomassa com 80% de umidade e 66,25+0,22% para biomassa seca,
sendo a reacdo feita a 90°C por 40 minutos com cloroférmio. Valores bem proximos que
néo valeriam o custo de secagem da biomassa para o processo. Entretanto ao avaliar o teor
de ésteres de acidos graxos por biomassa obtiveram a diferenca de 5,20+1,83 mQesteres
Obiomassa — para biomassa Umida e 42,05+2,12 Mgesteres Jhiomassa — para biomassa seca. Valores
ndo muito préximos ao encontrado nesse trabalho para biomassa com 6,6% de teor de dgua
de 5,839+0,554% ou 58,39 Mgesteres Obiomassa’ (Figura 39-b).

O teor de &gua ocasionou uma influéncia maior na diminui¢do do rendimento em
ésteres, diminuindo cerca de 54% no valor da biomassa com 6,6% para a biomassa com
25% de agua. A nivel de 10% ndo houve diferenca estatistica no rendimento encontrado
para o teor de agua de 25%, 50% e 75% para Tukey (Tabela 26).

A &4gua presente na biomassa pode afetar a eficiéncia do &cido utilizado como
catalisador, fazendo com que ele se dilua, diminuindo suas forcas e fazendo com que a
velocidade da reacdo de transesterificacdo diminua, ocasionando uma menor conversao em
ésteres.

Como ha uma grande diferenca no rendimento da reacdo de transesterificacdo entre
as reacfes com biomassa seca (6,6% de agua) e biomassa Umida, as proximas reacdes
desse trabalho serdo feitas a temperaturas abaixo de 90°C, utilizara-se de biomassa com

teor 6,6% de &gua a fim de aumentar o rendimento das reacdes.



113

TABELA 26 - Teste de Tukey para varidvel resposta rendimento em ésteres de acidos
graxos por biomassa seca % (Jesteres Ghiomassa-) Na reacdo de transesterificacdo in situ para
variacdo no teor de agua, nas condi¢des: 65°C, na propor¢do em volume de 10:1:1

(metanol:HCI:Cloroférmio), no tempo de 4 horas.

Teor de 4gua Tukey
6,6% 5,839+0,5542
25% 2,636+0,413P
50% 2,617+0,052°
5% 2,111+0,059°

5.8.3 Efeito da quantidade de cossolvente na transesterificagdo in situ

No capitulo 5.7 foram testados os melhores solventes para extracdo de lipidios
presentes nas células microalgais, diante dos resultados obtidos com uma melhor extracao
para cloroférmio e metanol, decidiu-se fazer uso do cloroférmio como cossolvente na
transesterificacdo. Foram testadas 5 concentracGes diferentes com o cossolvente e também
testado a transesterificacdo in situ sem a introducdo do cloroformio (Figura 40-a). A
proporcdo de solvente:catalisador foi de 10:1 em volume em 65°C por 4 horas. Realizou a
ANOVA para a variavel resposta rendimento em biodiesel da alteracdo na proporcao do
cossolvente, e verificado que ha diferenca estatistica em pelo menos um valor de
rendimento (p < 0,10) (Tabela 27).

TABELA 27 - ANOVA (o = 0,10) fator unico para transesterifica¢ao in situ utilizando variacdo

no teor de cossolvente, sendo a variavel resposta rendimento em biodiesel.

Fator SQ gl QM Fc p-valor
Tratamentos 138,444 6 23,074 11,160 0,002771
Residuos 14,474 7 2,068

SQ: soma de quadrados; g.l.: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fc: F calculado. ANOVA realizada

com os resultados de rendimento em biodiesel (N = 2) estimados em diferentes teores de cossolvente.

A adicdo de cloroférmio vez com que houvesse um aumento no rendimento da
reacdo, o valor do rendimento para a reacdo sem a introducdo de um cossolvente foi de
10,045+1,299% (Ubiodiesel Jbiomassa ), Valor estatisticamente ndo diferente a nivel de 10%

para o encontrado para o teor de 0,25 para o teste de Tukey (Tabela 28) Para o teor de 5,0
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foi alcangado o rendimento de 19,330+0,821% (Qbiodiesel Gbiomassa ), entretanto valor também
ndo se difere a nivel de 10% do rendimento obtido para o teor de 10 e para o teor 1, pelos
resultados obtidos por Tukey.

FIGURA 40 - Reacdo de transesterificacao in situ alterando o teor de cossolvente. Propor¢cdo em
volume utilizada 10:1:X (Metanol:HCI:Cloroférmio), em 65°C, por 4 horas; a) rendimento

biodiesel por biomassa seca; b) rendimento ésteres metilicos por biomassa seca.
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TABELA 28 - Teste de Tukey para variavel resposta rendimento em Biodiesel % na reagdo de
transesterificacdo in situ para variacdo nos teores de cossolvente nas condigdes: 65°C, propor¢do em
volume de 10:1 (Metanol:HCI) e tempo de 4 horas.

Teor de cossolvente (Cloroférmio) Tukey
0 10,045+1,299°
0,25 11,556+1,334¢
0,5 13,589+0,793
1 16,918+0,4562
2,5 14,420+2,483"
5,0 19,330+0,82?
10,0 17,878+1,822%®

O rendimento em ésteres de acidos graxos obteve como maior rendimento a
proporcdo de 5 no valor de cossolvente (6,266+0,046% Qesteres Obiomassa~) (Figura 40-b),
porém segundo o teste de Tukey, o valor obtido para 5 no teor de cossolvente ndo se difere

a nivel de 10% dos valores obtidos para o teor de 10; 2,5; 1,0 e 0,5 (Tabela 29). Para a
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reacdo sem a introducdo de cossolvente houve uma diminuicdo de aproximadamente
21,74%, evidenciando a melhora na transesterificacdo in situ com a adi¢do de cossolvente.
Kim et al. (2015) em seus estudos com a microalga Nannochloropsis gaditana
conseguiu um aumento no rendimento de ésteres metilicos de 80,7+4,0% para 85,7+1,7%
ao aumentar de 0,1 para 2 ml de cloroférmio na reacéo in situ a 95°C com 0,3 ml de HCI.
Para Thanh et al. (2022) os cossolventes podem ajudar na extracdo dos lipidios da
biomassa em conjunto com o metanol, melhorando a difusdo dos lipidios através da parede
celular, sendo facilitado pela maior seletividade e solubilidade do meio de extracdo,
propiciando assim uma maior acessibilidade do 6leo para o processo de transesterificacao.
Taherkhani e Sadrameli (2018) advertem que o aumento do cossolvente a partir do ponto
Otimo ocasiona uma diminuicdo no rendimento, ja& que ao adicionar uma quantidade
excessiva de cossolvente pode ocasionar uma maior dificuldade no processo de separacao

do biodiesel do glicerol.

TABELA 29 - Teste de Tukey para variavel resposta rendimento em ésteres metilicos na reacéo de
transesterificacdo in situ para variacdo nos teores de cossolvente nas condigdes: 65°C, propor¢do em
volume de 10:1 (metanol:HCI) e tempo de 4 horas.

Teor de cossolvente (Cloroférmio) Tukey

0 3,003+0,960°

0,25 3,656+0,584"
0,5 4,044+0,736%°

1 5,839+0,554%
2,5 4,871+1,172%¢

50 6,266x0,046%

10,0 5,750+0,273%*

5.8.4 Resultado do planejamento experimental

A Tabela 30 apresenta os resultados obtidos nos 15 experimentos do planejamento
experimental Box-Behnken para obtencdo dos melhores valores nos parametros para
producdo de biodiesel in situ utilizando a microalga Poterioochromonas malhamensis.
Temperatura, volume do catalisador (HCI) e volume de solvente foram os pardmetros
analisados, obtendo como resposta o rendimento em biodiesel (Qbiodiesel Obiomassa ). QULros
parametros como cossolvente, teor de &gua, tempo de reacdo e tipo de alcool, foi

determinado a partir dos resultados obtidos nos tépicos 5.8.1; 5.8.2 e 5.8.3, 0s quais foram:
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6,6% no teor de &gua presente na biomassa, 4 horas de reagdo, alcool metanol e teor de
cossolvente (cloroférmio) de 5 na proporcdo em volume solvente:catalisador:cossolvente .

Pode-se observar que o melhor rendimento (22,258 % Qpbiodiesel Obiomassa ) OCOITEU Na
temperatura de 90°C e na quantidade de 2,50 mL de solvente e 0,45 mL para o HCI, sendo
em propor¢cdes em volume equivalente a 10:1,8:5 evidenciando que o aumento na
proporcéo de catalisador ou 0 aumento de temperatura, gera um aumento no rendimento
em biodiesel, visto que na Figura 40-a o rendimento obtido para a propor¢do 10:1:5 a 65°C
foi de 19,330+0,821 % (Qbiodiesel Obiomassa ~). Entretanto na questdo de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME), essas condigdes ndo obtiveram o melhor resultado no planejamento
experimental. Sendo o melhor resultado alcangado pelos pontos centrais a 65°C na
proporcdo 10:1:5. Kim et al. (2015) em seus estudos também obteve melhor rendimento
em FAME (100,18% - valor relativo ao melhor resultado de FAME obtido na extracdo por
Bligh and Dyer) quando utilizou a propor¢do 10:1:5 na reagdo direta com a
Nannochloropsis gaditana durante 2 horas a 95°C.

Quando analisado a composicao dos acidos graxos entre 0 menor e maior rendimento
em FAME, para identificar se h4 uma discrepancia a partir da alteracdo das variaveis,
obtemos para o experimento 3 do planejamento experimental: 49,87% acidos graxos
saturados, 11,24 % monoinsaturados e 38,89% em poliinsaturado. Para o experimento 13
foi obtido: 50,26% saturados, 7,88% monoinsaturado e 41,84% em poliinsaturado.
Indicando que ha diferenca na composicdo do FAME, e essa diferenca pode chegar a

aproximadamente 30% nos &cidos graxos monoinsaturados.

TABELA 30 - Condig8es experimentais e resultados do rendimento em biodiesel para as reagdes

de transesterificacdo in situ com a P. malhamensis.

ql: g2: g3: Rendimento  Rendimento
Experimento Temperatura Catalisador Solvente em biodiesel em FAME
(°C) (mL) (mL) (%) (%)
1 40,00 0,05 2,50 17,521 5,986194
2 90,00 0,05 2,50 17,509 4,161738
3 40,00 0,45 2,50 18,672 1,599143
4 90,00 0,45 2,50 22,258 4,30141
5 40,00 0,25 0,50 19,028 3,532504
6 90,00 0,25 0,50 18,468 2,184637
7 40,00 0,25 4,50 20,000 2,664511
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8 90,00 0,25 4,50 19,607 3,578379
9 65,00 0,05 0,50 18,137 5,020995
10 65,00 0,45 0,50 18,791 3,502876
11 65,00 0,05 4,50 19,155 4,428646
12 65,00 0,45 4,50 19,155 4,262427
13 65,00 0,25 2,50 18,730 7,213024
14 65,00 0,25 2,50 18,773 5,91357
15 65,00 0,25 2,50 19,455 6,175249

5.8.4.1 Resultados do rendimento em biodiesel

Os efeitos das variagbes em temperatura (qi; °C), quantidade de catalisador (gg;
volume) e quantidade de solvente (gs; volume) foram estimados ao nivel de 10%, e a
biomassa utilizada na transesterificacdo direta foi obtida no 25° dia de cultivo e possuindo
12,101+0,657% de lipidios totais em sua composicao.

A representatividade dos efeitos significativos (p-valor < 0,10) dentro da regido de
planejamento experimental Box-Behnken foi verificada pela estatistica t-Student e anélise
de variancia — ANOVA. A relevancia dos efeitos significativos (p-valor < 0,10) séo
apresentados no grafico de Pareto (Figura 41).

Indica-se que o aumento no rendimento do biodiesel foi favorecido pelo aumento
linear do volume de catalisador na reacdo in situ (t-Student = 6,849) e ao volume linear de
solvente (metanol) (t-Student = 3,037) e também pela temperatura linear da reagdo (t-
Student = 3,408) Os efeitos referentes as interacdes (gi1%:02), (01:02) e (qi:q22) entre a
temperatura e o volume de catalisador também mostraram contribui¢do para o rendimento
da reacdo. Logo, observou-se pela analise de variancia — ANOVA das fontes de variacdo e
ajuste do modelo aos dados experimentais, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 31,
a interacdo da temperatura com variagdo do volume de catalisador na reagdo foi o maior
responsavel pelo aumento no rendimento em biodiesel, segundo o valor da soma dos
quadrados (SQ = 9,236).

Pela resultados obtidos na ANOVA, o valor da soma dos quadrados (SQ = 7,960)
indicou que a variacdo do volume de catalisador linear e quadratico gerou grande

influéncia na reacdo in situ. Porém a temperatura isolada pelo valor da soma dos
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quadrados (SQ = 2,118) ndo demonstrou nenhum efeito estatisticamente significativo (p-
valor = 0,135) sobre a resposta rendimento da reagéo.

FIGURA 41 -Pareto dos efeitos linear (gi), quadratico (gi2) e de interacGes (qi:q;) das variaveis
independentes: temperatura (q:; °C), quantidade de catalisador (g2; volume) e quantidade de
solvente (g3; volume) sobre o rendimento em biodiesel % (biodiesel Gbiomassa -) Na transesterificacdo

direta utilizando a P. malhamensis.
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Durante o processo de ajuste do modelo de regressdo, alguns efeitos néo
significativos (p-valor >0,1) foram excluidos conforme o critério de melhor coeficiente de
determinacéo ajustado (R2ajust.), porém, alguns efeitos ndo significativos permaneceram,
pois foram fundamentais para descrever o processo.

Nas condi¢cdes em que F calculado > F tabelado, o modelo quadratico proposto foi
validado, ja que F calculado (28,039) é maior que F tabelado (3,316), para o intervalo de
confianca de 90%. O F calculado foi determinado levando em consideragdo os graus de
liberdade referentes aos pardmetros significativos (regressdo) e aos residuos. A boa
reprodutividade dos dados experimentais obtidos para o parametro de resposta, foi
confirmada com o bom ajuste dos dados experimentais para 0 aumento no rendimento do
biodiesel (R? = 0,977 e Rajustado = 0,935).
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TABELA 31 - ANOVA das fontes de variagdo e do modelo de regresséo ajustado aos dados

rendimento em biodiesel obtidos na transesterificacdo direta da microalga P. malhamensis.

Fonte Coeficiente SQ gl QM F p-valor
Temperatura (L+Q) o[} 2,118 2 1,059 6,407 0,135
Catalisador (L+Q) g2 7,960 2 3,980 24,078 0,039
Solvente (L+Q) Qs 1,525 1 1,525 9,228 0,093
Temperatura:Catalisador Oi: 02 9,236 3 3,078 18,625 0,051
Temperatura:Solvente g1 O3 0,107 1 0,107 0,648 0,505
Regresséo 20,94 9 2,327 28,039 0,0009
Falta de ajuste 0,084 3 0,028 0,170 0,908
Erro puro 0,330 2 0,165
Residuos 0,415 5 0,083
Total 21,36 14

Os valores destacados em negrito representam as fontes de variagdo com efeito estatisticamente significativo
ao nivel de 10% (p-valor <0,10). g.l: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrados médios;

L: linear; Q: quadrético.

O modelo de regressao descrevendo o aumento do rendimento de biodiesel durante a
reacdo é apresentado pela Equacdo 15 considerando-se os coeficientes significativos.

Equacéo 15

Rendimento em biodiesel % (Qbiodiesel Obiomassa ) = 7,0711 + 0,3092q: — 0,0023q:° +

74,188102 — 79,439802% + 0,320603 — 1,74970102 + 1,13170102% + 0,010501%q> - 0,40920203

Pode-se verificar que o modelo de segunda ordem proposto descreve o
comportamento das variaveis estudadas, como mostrado na Figura 42-a), para rendimento
em Dbiodiesel, onde confrontam-se os valores preditos com o0s observados
experimentalmente. Nesta figura € possivel verificar também que os dados experimentais
se ajustaram bem, dentro da esperada variabilidade inerente do processo experimental.

Na Figura 42-b) apresenta-se o comportamento dos residuos relativo aos seus
correspondentes valores preditos. Essa analise demonstra que um modelo quadratico capaz
de considerar as interacfes de segunda ordem entre trés fatores € suficiente para
correlacionar adequadamente as variaveis independentes (temperatura, catalisador e
solvente) com a varidvel resposta (% rendimento em biodiesel). Uma distribuicdo
homogénea também foi verificada entre as diferentes condi¢bes experimentais testadas

(Figura 42-c), o que indicou a independéncia entre as 15 reagOes in situ realizados
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conforme o planejamento Box-Behnken. J& na Figura 42-d observa-se que os residuos dos

ajustes seguiram a distribuicdo normal.

FIGURA 42 - Avaliagdo gréafica dos residuos de ajuste do modelo aos dados rendimento em
biodiesel: (a) Correlagéo entre os valores preditos e observados; (b) Homoscedasticidade dos
residuos versus valores preditos pelo modelo; (c) Independéncia dos residuos versus ensaio

experimental; d) Normalidade dos residuos.
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Para visualizar a interacdo entre as variaveis, utilizou-se o ajuste por superficies de
resposta. Estas superficies encontram-se ilustradas na Figura 43. A partir da Figura 43-a)
observa-se que, fixando o volume de solvente em 2,5 mL, o0 maximo rendimento em
biodiesel ocorreu na faixa onde a maior temperatura (100°C) interage com o maior volume
de catalisador (0,50 mL). Conforme analisado anteriormente, verifica-se a forte

dependéncia da eficiéncia na transesterificacdo in situ com a quantidade catalisador.
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Conforme pode ser observado na Figura 43-b), quando o volume de catalisador é

fixado em 0,25, verifica-se que o rendimento em biodiesel depende do volume do solvente
utilizado.

Com a temperatura fixa em 65°C (Figura 43-c) verifica-se um maior rendimento em

biodiesel quando o volume do catalisar esta préximo de 0,25 mL e a quantidade de
solvente estd em 4 mL.

FIGURA 43 - Superficies de resposta dos resultados experimentais obtidos no planejamento Box-
Behnken para rendimento em biodiesel quando (a) volume do solvente (metanol) fixado em 2,5 mL

(b) volume do catalisador (HCI) fixado em 0,25 mL (c) temperatura fixada em 65°C.
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5.8.4.2 Resultados do rendimento em FAME

Da mesma forma como para o rendimento em biodiesel, realizou-se um
planejamento experimental Box-Behnken para o rendimento em FAME (ésteres metilicos
de acidos graxos). A Tabela 30 apresenta os resultados obtidos nos 15 experimentos do
planejamento.

Os efeitos das variagbes em temperatura (q:; °C), quantidade de catalisador (q2;
volume) e quantidade de solvente (gs; volume) foram estimados ao nivel de 10%. A
representatividade dos efeitos significativos (p-valor < 0,10) dentro da regido de
planejamento experimental foi verificada pela estatistica t-Student e analise de variancia —
ANOVA. A relevancia dos efeitos significativos (p-valor < 0,10) sdo apresentados no
gréfico de Pareto (Figura 44).

Indica-se que o aumento no rendimento em FAME foi favorecido pelo aumento
quadratico da temperatura (t-Student = 5,222) e ao aumento quadratico do volume de
solvente (metanol) (t-Student = 4,407). O volume de catalisador linear igualmente teve
efeito nos resultados de rendimento (t-Student = -3,312), e os efeitos referentes a interacdo
(g1:02) entre a temperatura e o volume de catalisador também mostraram contribui¢do para
o rendimento da reacao.

Logo, observou-se pela analise de variancia — ANOVA das fontes de variagdo e
ajuste do modelo aos dados experimentais, cujos resultados séo apresentados na Tabela 32,
a temperatura foi a maior responsavel pelo aumento no rendimento em FAME, segundo o
valor da soma dos quadrados (SQ = 12,880), seguido da variacdo do volume de alcool (SQ

= 9,172). Resultado oposto ao encontrado para o planejamento experimental com resposta
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em quantidade de biodiesel, onde foi encontrado a maior soma dos quadrados para o
volume de catalisador, o qual ndo apresentou um valor significativo na ANOVA desse
planejamento.

Da mesma forma do planejamento experimental para a quantidade de biodiesel, o
processo de ajuste do modelo de regressao, alguns efeitos nao significativos (p-valor <0,1)
foram excluidos conforme o critério de melhor coeficiente de determinacdo ajustado
(R%ajust.), porém, alguns efeitos ndo significativos permaneceram, pois foram
fundamentais para descrever 0 processo.

Nas condi¢bes em que F calculado > F tabelado, 0 modelo quadrético proposto foi
validado, ja que F calculado (21,454) é maior que F tabelado (2,98), para o intervalo de
confianca de 90%. O F calculado foi determinado levando em consideracdo os graus de
liberdade referentes aos parametros significativos (regressdo) e aos residuos. A boa
reprodutividade dos dados experimentais obtidos para o parametro de resposta, foi
confirmada com o bom ajuste dos dados experimentais para 0 aumento no rendimento do
biodiesel (R? = 0,963 e Rajustado = 0,914).

FIGURA 44 - Pareto dos efeitos linear (q;), quadratico (q?) e de interagdes (qi:qj) das varidveis
independentes: temperatura (q:; °C), quantidade de catalisador (gz; volume) e quantidade de
solvente (gs; volume) sobre o rendimento em FAME % (Qesteres Obiomassa —) Na transesterificacéo direta

utilizando a P. malhamensis.
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O modelo de regressdo descrevendo o aumento do rendimento em ésteres metilicos
de é&cidos graxos durante a transesterificacdo direta é apresentado pela Equacdo 16

considerando-se os coeficientes significativos.

TABELA 32 - ANOVA das fontes de variagdo e do modelo de regressdo ajustado aos dados

rendimento em FAME obtidos na transesterificacao in situ.

Fonte Coeficiente SQ gl QM F p-valor
Temperatura (L+Q) 01 12,880 1 12,880 27,27058 0,034
Catalisador (L+Q) g2 6,314 2 3,157 6,68390 0,130
Solvente (L+Q) 0 9,172 1 9,172  19,41987 0,047
Temperatura:Catalisador g1 02 5,943 2 2,971 6,29204  0,1373
Temperatura:Solvente 01: g3 1,278 1 1,278 2,70751 0,241
Catalisador:Solvente g1 O3 0,456 1 0,456 0,96733 0,429
Regresséo 36,047 8 4506  21,44844 0,000
Falta de ajuste 0,315 4 0,079 0,16716 0,937
Erro puro 0,944 2 0,472
Residuos 1,260 6 0,210
Total 37,308 14

Os valores destacados em negrito representam as fontes de variagdo com efeito estatisticamente significativo
ao nivel de 10% (p-valor <0,10). g.l: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrados médios;

L: linear; Q: quadrético.

Equacéo 16
Rendimento em Esteres (Qesteres Gbiomassa~) = 7,8600 — 0,00080:1% — 45,6674q2 — 12,905002°
+0,3033qs? + 1,2350q192 -0,0077q12q2 + 0,01870105 + 1,25110203

Verifica-se que o modelo de segunda ordem proposto descreve o comportamento das
variaveis estudadas, como mostrado na Figura 45-a), para rendimento em FAME. A Figura
45-b) demonstra que o pressuposto de homocedasticidade foi atendido. Uma distribuicao
homogénea também foi verificada entre as diferentes condicBes experimentais testadas
(Figura 45-c), o que indicou a independéncia entre as 15 reacgGes in situ realizados
conforme o planejamento Box-Behnken. J& na Figura 45-d observa-se que os residuos dos

ajustes seguiram a distribuicdo normal.



125

Para visualizar a interagdo entre as varidveis, utilizou-se o ajuste por superficies de
resposta. Estas superficies encontram-se ilustradas na Figura 46. A partir da Figura 46-a)
observa-se que, fixando o volume de solvente em 2,5 mL, o maximo rendimento em
FAMES ocorreu na faixa em torno do ponto central a 65°C e 0,25 mL de HCI.

Com a temperatura fixa em 65°C (Figura 46-b) verifica-se um maior rendimento em
ésteres de &cidos graxos quando o volume do catalisar esta proximo de 0,25 mL e a
quantidade de solvente estd em 2,5 mL.

Conforme pode ser observado na Figura 46-c), quando o volume de catalisador €
fixado em 0,25, verifica-se que o rendimento em FAME também se encontra nos pontos
centrais do planejamento, sendo a 65°C e 2,5 mL de &lcool.

Ao analisar ambos os resultados dos planejamentos experimentais identificamos que
para obter melhor rendimento em biodiesel e para obter melhor resultado em FAME,
condigdes diferentes devem ser usadas para alcancar o melhor resultado. Para o rendimento
em FAME os melhores resultados obtidos foram os pontos centrais, que corroboram com
0s resultados obtidos da literatura.

Para o rendimento em biodiesel, todos os resultados obtidos divergem do ponto
central. Esse fato pode estar associado com a composi¢cdo do biodiesel final, onde a
medicdo é feita de forma gravimétrica, porém pode haver uma quantidade significativa de
acidos graxos livres que ndo reagiram na reacao de transesterificacdo direta, e sua massa é
levada em conta na quantificacdo do biodiesel, porém na quantificacdo dos FAME’s néo,

visto que a coluna da cromatografia gasosa, s identifica ésteres de acidos graxos.



FIGURA 45 - Avaliacdo grafica dos residuos de ajuste do modelo aos dados rendimento em
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FAME: (a) Correlagdo entre os valores preditos e observados; (b) Homoscedasticidade dos residuos

versus valores preditos pelo modelo; (c) Independéncia dos residuos versus ensaio experimental; d)
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FIGURA 46 - Superficies de resposta dos resultados experimentais obtidos no planejamento Box-

Behnken para rendimento em biodiesel quando (a)volume do solvente (metanol) fixado em 2,5 mL

(b) volume do catalisador (HCI) fixado em 0,25 mL (c) temperatura fixada em 65°C.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO

Para um cultivo de ultra alta densidade da microalga Poterioochromonas
malhamensis, utilizando uma vazdo de 8% de didxido de carbono, temperaturas em torno
de 29°C, pH de aproximadamente 7,3, iluminagdo total de ~590 umol m2s? e vazio de
mistura de gases como agitacio de 1,20 L L™ min*, os resultados dos experimentos de
cultivo mostraram ser indispensavel fazer-se o uso de reposi¢do de micronutrientes a partir
do 8 dia de cultivo.

A suplementacdo de micronutrientes conseguiu aumentar as taxas de producdo de
clorofila a em aproximadamente 59% pg mL™, devido o cultivo atingir a alta densidade de
biomassa, porém quando analisado por mg g* a ndo suplementacéo alcangou cerca de 15%
a mais de clorofila a. O mesmo ocorreu para clorofila b, que em termos de pg mL*
conseguiu aproximadamente 57% a mais com o cultivo suplementado, contudo obteve
15% a mais de clorofila b em mg g™ o cultivo sem a suplementacéo. Para carotenoides o
aumento com a suplementacéo obteve aproximadamente 70% pg mL™te 25% mg gt. As
altas taxas de clorofila a, clorofila b e carotenoides torna o cultivo de P. malhamensis uma
boa opcdo para cultivo visando a producdo de bio-produtos, ou para a utilizagdo como
suplementacdo em racdo animal.

Ao utilizar a técnica de extracdo sucessiva para a retirada dos lipidios totais presentes
na biomassa, alcancou-se 24,344+0,957% g g* utilizando a biomassa suplementada com
micronutrientes durante seu cultivo e 18,491+0,237% g g quando utilizada a biomassa
ndo suplementada. Evidenciando os beneficios do cultivo suplementado com
micronutrientes e o potencial dessa cepa para a extracao do seu 6leo.

Dentre as técnicas avaliadas para extracdo de lipidios totais da P. malhamensis, tanto
para extracOes feitas com solvente aquecido e solvente a frio, o melhor conjunto de
solventes para conseguir retirar o maior nimero de lipidio da célula, foi a mistura metanol
e cloroférmio, alcancando melhor resultado para extracdo via soxhlet e sucessiva,
entretanto devido a quantidade de solvente utilizada em cada uma, a extragdo sucessiva € a
mais vantajosa economicamente. Na questdo dos &cidos graxos, os lipidios mostraram, em
nas extragbes a quente e a frio, uma alta quantidade de &cidos graxos insaturados,

mostrando ser um dGleo ideal para consumo. Entretando, na extracdo supercritica, a
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quantidade de &cidos graxos saturados foi de aproximadamente 62% da composicéo total
dos acidos graxos.

Na transformacéo de lipidios em biodiesel sem a etapa de extracdo conclui-se que
que o alcool metanol é capaz de produzir um maior rendimento de FAME quando
comparado com o etanol, além da presenca de agua na biomassa faz com que a reagdo
catalisada por acido alcance menores rendimentos quando comparada com a rea¢do com a
biomassa seca. O teor de cossolvente (cloroférmio) ajuda a transesterificacdo in situ
aumentar seu rendimento em biodiesel e em FAME.

Pelo planejamento experimental Box-Behnken é possivel notar a alta influéncia dos
parametros temperatura, volume de catalisador e volume de solvente na reagéo in situ.
Sendo que o rendimento em FAME obteve seu melhor rendimento por grama de biomassa
nos pontos centrais:65°C, 0,25 mL e 2,5 mL. E o rendimento em biodiesel alcangou o
maior rendimento de 22 g por g de biomassa com 2,5 mL de solvente, 0,45 mL de
catalisador e 90°C.
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Dados diario do cultivo da microalga P. Malhamensis com suplementacéo de

micronutrientes.

Tempo do Intensidade Intensidade luminosa
) luminosa Lampadas Temperatura
cultivo pH
(dics) Refletor LED fluorescentes (°C)
(umol m2st) (umol m2st)
1 412,75+96,27 94,99+0,76 7,234£0,17 28,65+3,04
2 460,14+163,29 108,21+29,00 7,2240,17 29,40+1,27
3 431,71+1,22 110,51+32,25 7,2510,14 28,55+1,34
4 382,59+0,00 107,27+42,93 7,27+0,11 29,80+1,84
5 336,92+84,08 103,22+42,93 7,26+0,13 31,90+4,81
6 323,13+103,58 102,68+42,17 7,16+0,06 30,55+1,48
7 323,13+£103,58 103,76+43,70 7,31+0,06 30,45+2,76
8 573,89+158,42 108,42+42,27 7,26+0,17 28,65+1,20
9 564,41+145,02 125,75+9,92 7,27+0,28 29,80+1,84
10 583,36+171,82 123,80+7,16 7,25+0,30 29,15+0,49
11 510,12+68,24 123,12+6,20 7,4840,11 28,95+2,05
12 554,07+130,39 125,28+9,25 7,3840,28 29,00+0,71
13 475,65+19,50 127,85+12,88 7,47+0,06 30,15+2,33
14 524,77+88,96 122,72+5,63 7,35+0,05 28,90+1,98
15 518,74+80,43 129,87+15,74 7,3240,01 27,15+0,49
16 418,78+60,93 127,51+12,40 7,32+0,01 29,25+2,47
17 431,71+42,65 121,84+4,39 7,33+0,03 28,15+0,49
18 512,71+£71,90 123,33+6,49 7,3510,06 29,8045,23
19 466,17+6,09 126,70+11,26 7,3510,01 30,60+0,14
20 509,26+67,02 125,69+9,83 7,34+0,09 29,50+2,83
21 509,26+67,02 125,69+9,83 7,31+0,02 30,05+0,78
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Dados diério do cultivo da microalga P. Malhamensis sem suplementacéo de micro e

macronutrientes.

Tempo do Intensidade Intensidade luminosa
_ luminosa Lampadas Temperatura
cultivo pH
(dics) Refletor LED fluorescentes (°C)
(umol m2st) (umol m2st)
1 208,53+51,18 85,68+6,68 7,66+0,18 27,75+1,06
2 224,04+12,19 79,27+6,20 7,62+0,06 27,25+1,06
3 241,27+12,19 86,35+1,91 7,58+0,06 28,50+1,41
4 215,42+24,37 81,63+0,95 7,70+£0,06 27,75+0,35
5 225,76+14,62 83,15+2,62 7,701£0,11 28,25+1,06
6 287,81+68,24 83,9915,25 7,7410,12 27,25+0,35
7 261,09+32,90 79,41+0,29 7,70+0,04  27,75%0,35
8 269,71+8,53 84,33+4,77 7,63+0,00  28,75+0,35
9 279,19+4,87 84,33+4,77 7,73+0,01 28,75+0,35
10 278,33+28,03 85,68+2,86 7,72+0,00  28,75+0,35
11 274,88+13,40 89,05+1,91 7,72+0,08 28,75+0,35
12 269,71+32,90 89,73+2,86 7,70£0,14  28,75+0,35
13 251,61+34,12 90,40+3,82 7,70£0,14  28,75+0,35
14 235,67+60,32 84,33+0,95 7,7940,13 28,75+0,35
15 256,78+34,12 84,33+0,95 7,81+0,16 27,75+1,77
16 282,64+2,44 83,32+1,43 7,83+0,17 29,25+0,35
17 286,94+8,53 85,01+1,91 8,02+0,04  29,25+0,35
18 267,13+26,71 85,01+8,50 7,92+0,79 28,00+2,80
19 275,74+27,57 84,33+8,43 8,05+0,81 28,50+2,85
20 284,36+28,43 81,63+8,16 8,17+0,82 29,00+2,90
21 284,36+28,43 91,75+9,18 8,33+0,83 29,00+2,90
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Dados diario de clorofila a da microalga P. Malhamensis em mg g.

Tempo do cultivo

Sem micronutrientes

Com micronutrientes

1as extras extra
(dias)

1 6,47+0,32 1,98+0,08
2 11,49+0,69 6,66+0,55
3 6,86+0,57 9,50+0,67
4 6,38+0,24 6,68+1,70
5 6,85+0,27 5,70+0,2

6 8,70+0,71 6,89+0,71
7 7,56+0,18 6,06+0,39
8 7,73+0,56 7,38+0,32
9 8,51+1,03 7,76x1,02
10 7,18+0,50 9,52+0,65
11 7,01+0,25 14,82+0,52
12 8,06+0,40 14,05+0,92
13 9,50+0,34 17,55+2,47
14 10,79+0,78 15,56+2,75
15 13,85+0,67 15,52+2,37
16 16,81+1,22 16,84+0,49
17 19,26+1,47 14,70+1,97
18 20,33%1,25 12,41+1,68
19 20,73+0,86 10,18+2,08
20 17,07+0,31 8,77+1,44
21 16,46+0,44 9,45+1,01
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Dados diario de clorofila b da microalga P. Malhamensis em mg g.

Tempo do cultivo

Sem micronutrientes

Com micronutrientes

(dias) extras extra
1 6,69+0,35 1,87+0,15
2 12,18+0,70 3,04+0,30
3 10,95+0,77 7,96+1,79
4 10,40+0,47 7,57+4,55
5 9,08+0,22 7,78+0,39
6 9,99+0,79 8,93+0,82
7 8,23+0,32 6,25+0,23
8 10,09+0,84 6,25+0,33
9 14,31+1,93 5,47+0,66
10 13,15+1,05 5,91+0,40
11 13,62+0,51 8,69+0,54
12 14,58+0,64 8,21+0,51
13 17,16+0,75 9,47+1,22
14 17,70+1,27 8,97+1,58
15 12,90+0,38 14,40+2,00
16 14,22+1,40 14,34+0,47
17 16,14+1,76 12,29+1,76
18 11,59+1,34 13,20+1,66
19 12,73+4,58 13,47+2,51
20 9,27+0,45 12,10+1,59
21 8,58+0,24 14,47+0,83
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Dados diario de carotenoides da microalga P. Malhamensis em mg g.

Tempo do cultivo

Sem micronutrientes

Com micronutrientes

(dias) extras extra
1 0,25+0,02 0,07+0,08
2 0,00+0,00 2,37+0,31
3 0,00+0,00 0,42+0,73
4 0,00+0,00 0,06+0,11
5 0,00+0,00 0,00+0,00
6 0,00+0,00 0,00+0,00
7 0,00+0,00 0,01+0,02
8 0,00+0,00 0,46+0,26
9 0,00+0,00 0,71+0,28
10 0,00+0,00 1,00£0,28
11 0,00+0,00 2,59+0,29
12 0,00+0,00 2,47+0,30
13 0,00+0,00 3,46+0,55
14 0,00+0,00 2,06+0,46
15 1,79+0,20 0,62+0,33
16 2,49+0,32 1,07+0,36
17 2,57+0,06 1,04+0,25
18 1,13+0,76 0,17+0,18
19 0,33+0,29 0,00+0,00
20 0,00+0,00 0,00+0,00
21 0,00+0,00 0,00+0,00




