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RESUMO

As microalgas representam uma das mais promissoras fontes de novos produtos e
aplicagdes, possuindo vantagens consideraveis sobre matérias-primas tradicionais. Isso
reforca a relevancia de realizar estudos que avaliem meios de cultivo alternativos para
produgdo de microalgas, pois com o aumento da producdo de microalgas, aumenta-se
também a prospecg¢ado de seus produtos para aplicagdes biotecnoldgicas. Assim, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o desenvolvimento de Chlorella sorokiniana em meio
alternativo a base de vinhaga de cana-de-agtcar (Saccharum officinarum) clarificada e a
producdo de biodiesel e filmes biopoliméricos a partir da biomassa microalgal. Para
realizar o cultivo microalgal em vinhaga foi necessaria a sua clarificagdo, para reducao
de cor e de turbidez. Como produto alternativo, a semente de Moringa oleifera + filtro de
vidro foi eficiente na clarificacdo da vinhaca com maior percentual de reducao de cor e
turbidez obtido utilizando 30 g.L! de semente, com 68, 92% e 78,78% de reducio,
respectivamente. Os valores 6timos de densidade foram verificados para microalgas
cultivadas em vinhaga diluida e suplementada com fertilizante NPK. Também foi possivel
obter uma relagao funcional por regressao linear, para as trés técnicas de quantificagao
microalgal: densidade celular, densidade Optica e biomassa seca, tornando plausivel
quantificar as microalgas através de uma técnica e transformar tais valores através das
equagoes geradas pela regressao linear. Quanto as aplicagdes da biomassa microalgal, os
¢ésteres etilicos produzidos através da transesterificagdo etilica in situ da biomassa de
Chlorella sorokiniana atenderam a maioria dos padrdes de controle de qualidade. A
producao de filmes pelo método de casting com a microalga C. sorokiniana, gelatina e
glicerol, demonstrou excelentes caracteristicas para embalagens de alimentos. Os filmes
demonstraram ser uma barreira, em todas as concentracdes de biomassa microalgal
avaliadas para o desenvolvimento dos microrganismos Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium.

Palavras-chave: biocombustivel, residuo agroindustrial, microalgas, transesterificagao
etilica; casting.
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ABSTRACT

Microalgae represent one of the most promising sources of new products and
applications, with considerable advantages over traditional raw materials. This reinforces
the relevance of carrying out studies that evaluate alternative means of cultivation for the
production of microalgae, since with the increase in the production of microalgae, the
prospecting of their products for biotechnological applications also increases. Thus, the
objective of the present work was to evaluate the development of Chlorella sorokiniana
in an alternative medium based on clarified sugarcane vinasse (Saccharum officinarum)
and the production of biodiesel and biopolymer films from microalgal biomass. In order
to carry out microalgal cultivation in vinasse, clarification was necessary to reduce color
and turbidity. As an alternative product, Moringa oleifera seed + glass filter was efficient
in clarifying the vinasse with a higher percentage of color and turbidity reduction obtained
using 30 gL' of seed, with 68.92% and 78.78% reduction, respectively. The optimal
density values were verified for microalgae grown in diluted vinasse and supplemented
with NPK fertilizer. It was also possible to obtain a functional relationship by linear
regression, for the three microalgal quantification techniques: cell density, optical density
and dry biomass, making it plausible to quantify the microalgae through a technique and
transform such values through the equations generated by linear regression. As for the
applications of microalgal biomass, the ethyl esters produced through ethyl
transesterification in situ of the Chlorella sorokiniana biomass met most quality control
standards. The production of films by the casting method with microalgae C. sorokiniana,
gelatin and glycerol, demonstrated excellent characteristics for food packaging. The films
proved to be a barrier at all concentrations of microalgal biomass evaluated for the
development of microorganisms Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium

Keywords: biofuel, agro-industrial residue, microalgae, ethyl transesterification; casting.
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO GERAL

As microalgas tém sido foco de inimeras investigagdes biotecnoldgicas devido a
sua importancia econdmica, nutricional e ecologica. Areas como; medicina, matéria-
prima animal, cosmética, e at¢ mesmo a producao de biocombustiveis, tém sido as mais
estudadas ultimamente (JUNIOR, 2020). Na induastria de alimentos elas estdo sendo
inseridas como aditivos alimentares, nas industrias farmacé€uticas como pigmentos ricos
em vitaminas e antioxidantes, e em algumas industrias com o objetivo de utiliza-las como
energia renovavel (KHAN et al, 2018).

Sob este aspecto, possuem vantagens consideraveis sobre as matérias-primas
tradicionais, como: alta produtividade, geralmente de 10 a 100 vezes maior do que as
culturas agricolas tradicionais; captura de carbono altamente eficiente; elevado teor de
lipidios ou amido, que podem ser utilizados para produg¢do de biodiesel ou etanol,
respectivamente; cultivo em agua doce, d4gua do mar, agua salobra ou mesmo em aguas
residuais e producgdo sobre terras ndo agricultaveis (XU et al., 2011; CAZZANIGA et al.,
2014).

Contudo existem algumas lacunas a serem preenchidas, como a necessidade da
adequacao metodologica das tecnologias de produgao de biodiesel a partir da biomassa
microalgal de forma sustentavel, sem a utilizacdo dos reagentes quimicos convencionais.
Outra oportunidade ¢ o emprego das microalgas para a producao de filmes a partir de
fontes renovaveis, também chamados filmes biopoliméricos. Estes tém ganho aprovagao
para o armazenamento de alimentos, bebidas e medicamentos por causa de sua
biodegradabilidade (MALATHI et al., 2014). Beneficios adicionais estdo relacionados a
sua utilizacdo como matriz para a adi¢ao de aditivos e nutrientes.

Investir em estudos que avaliem meios de cultivo alternativos de baixo custo e de
elevada eficiéncia para produgdo de microalgas, bem como sua aplicacdo para a produgdo
de diferentes produtos biotecnoldgicos torna-se indispensavel. Assim o objetivo do
presente trabalho ¢ avaliar o desenvolvimento de Chlorella sorokiniana em meio
alternativo a base de vinhaga de cana-de-acucar (Saccharum officinarum) clarificada e a
producdo de biodiesel e biofilmes biopoliméricos a partir de sua biomassa.

Para desenvolver a presente pesquisa, o estudo foi dividido em oito capitulos: 1)
com uma introdug@o geral sobre os objetivos e principais resultados de cada capitulo; 2)
uma revisdo da literatura sobre a temdtica biocombustiveis a partir de microalgas; 3) um

experimento de bancada sobre desenvolvimento de técnicas de clarificagdo da vinhaga;
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4) um experimento de bancada sobre cultivo de microalgas em meio de cultivo com
vinhagca clarificada; 5) um experimento para avaliar a relacdo funcional entre as varidveis
de peso seco, densidade otica e densidade celular da microalga; 6) um estudo
experimental do desenvolvimento de metodologia para a producgdo de biodiesel a partir
da biomassa microalgal; 7) um estudo experimental do desenvolvimento de metodologia
para aplicagdo da biomassa microalgal em biofilmes para protecao de alimentos; e 8) as
consideragoes finais da estrutura experimental adotada e seus principais resultados.

Assim, no capitulo dois foi realizada uma revisao dos biocombustiveis produzidos
a partir de biomassa microalgal, destacando os métodos de producdo, vantagens e
desvantagens além de caracteristicas relevantes de cada biocombustivel. As microalgas
sdo uma potencial biotecnologia sustentdvel na produgdo de biocombustiveis,
necessitando apenas da adequagdo metodologica das tecnologias de producao para cada
espécie, a fim de potencializar a geracdo do biocombustivel que deseja obter (NUNES et
al., 2020).

O capitulo trés traz a avaliacdo da redugdo de cor e turbidez da vinhaca de cana-
de-agucar, submetida a processos de clarificagdo utilizando compostos comerciais,
compostos quimicos e floculantes alternativos naturais. A vinhaga foi também diluida em
agua destilada. Nao houve um produto ou processo em especifico com o melhor resultado
de clarificagdo da vinhaga, mas varios. O que aumenta as perspectivas de tratamento para
este residuo, sendo possivel o aumento do seu ciclo de vida, com a possibilidade de
utilizacao da mesma para o cultivo de microalgas.

Avaliar o desenvolvimento de Chlorella sorokiniana em meio alternativo a base
de vinhaca de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) clarificada foi o objetivo do
quarto capitulo. C. sorokiniana apresentou baixa densidade em meio contendo vinhaca
clarificada. Os valores 6timos de densidade foram verificados para microalgas cultivadas
em vinhaga diluida e suplementada com fertilizante NPK. Apesar da vinhaga clarificada
ter sido eficiente em estudos na literatura, no presente trabalho se mostrou um fator de
inibicdo para o crescimento de C. sorokiniana, sugerindo novos estudos para a
compreensdo dos processos quimicos pos clarificacdo necessarios para o crescimento da
microalga.

Foi verificada no capitulo cinco a existéncia de uma relagdo funcional entre as
variaveis utilizadas para quantificar a microalga Chlorella sorokiniana. Para tanto, a
andlise de regressao linear foi aplicada as variaveis de densidade celular, densidade optica

e biomassa seca obtida pelo cultivo de microalgas em diferentes concentragdoes. Usando
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as equagdes geradas a partir da analise de regressao para a microalga C. sorokiniana foi
possivel obter valores de densidade celular entre 3 a 38x10> mL™! e valores de biomassa
seca entre 0,1 e 4,3 mg mL™! a partir dos valores de densidade dptica com alta precisdo e
maior praticidade (NUNES et al., 2021).

No capitulo seis buscou-se produzir ésteres etilicos através da transesterificacao
etilica in situ da biomassa de Chlorella sorokiniana. A identificagdo e quantificagdo dos
ésteres etilicos obtidos foi realizada através de cromatografia gasosa e as propriedades do
biodiesel foram determinadas por equagdes empiricas. Os ésteres etilicos obtidos com a
melhor relagdo entre adcidos graxos saturados em maior quantidade e poli-insaturados em
menor quantidade, como ¢ preferivel, apresentou 24,34% de acidos graxos saturados
56,63% de acidos graxos monoinsaturados e 18,95% de acidos graxos poli-insaturados.
Quanto as propriedades do biodiesel avaliadas empiricamente, a maioria atendeu os
padrdes de controle de qualidade do biodiesel.

Propusemos no capitulo sete desenvolver e caracterizar filmes biopoliméricos a
base de biomassa da microalga Chlorella sorokiniana. Os filmes foram obtidos pelo
método de casting em triplicata, com a microalga Chlorella sorokiniana, gelatina e
glicerol, demonstrou excelentes caracteristicas para embalagens de alimentos ¢ uma
barreira, em todas as concentracoes de biomassa microalgal avaliadas para o
desenvolvimento dos microrganismos Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS A PARTIR DA BIOMASSA DE
MICROALGAS: UMA REVISAO

RESUMO: Como uma solugdo promissora para atender as necessidades de energia e
combustiveis tem-se as microalgas, organismos microscopicos unicelulares e
fotoautotroficos encontrados principalmente em ambientes aquaticos. As microalgas
podem ser utilizadas como matéria prima para a obten¢do de biocombustiveis de terceira
geragdo. Pesquisas vem sendo desenvolvidas no intuito de explorar precursores de
biocombustiveis encontrados nestes microrganismos, como lipidios na forma de
triacilglicerol e amido, sendo estes transformados em biodiesel e bioetanol,
respectivamente, € a producdo de biogéas a partir da biomassa microalgal. Além disso,
algumas espécies sdo capazes de produzir biohidrogénio, um combustivel atraente e
limpo que ajuda na reducdo de emissdo de carbono. Desta forma, foi realizada uma
revisdo dos biocombustiveis produzidos a partir de biomassa microalgal, destacando os
métodos de produgdo, vantagens e desvantagens além de caracteristicas relevantes de
cada biocombustivel. Assim, observou-se que as microalgas sdo uma potencial
biotecnologia sustentavel na producdo de biocombustiveis, necessitando apenas da
adequacao metodoldgica das tecnologias de produgdo para cada espécie, a fim de
potencializar a geragdo do biocombustivel que deseja obter.

Palavras-chave: biomassa microalgal, biodiesel, bioetanol, biohidrogénio, energia.
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2.1 INTRODUCAO

E cada vez mais crescente a necessidade global por energia e o suprimento de
combustiveis fosseis esta ameagado, pois essa fonte ndo ¢é sustentavel e esta se esgotando.
Assim a producdao de alimentos e combustiveis depende da obtengdo de recursos
sustentaveis (TALEBI et al., 2013). Como uma solugdo promissora para atender as
necessidades de energia e combustiveis tem-se as microalgas, organismos microscopicos
unicelulares e fotoautotroficos encontrados principalmente em ambientes aquaticos, estdo
na base das cadeias alimentares e sdo considerados um dos organismos vivos mais antigos
do planeta (KUMAR; SHARMA, 2014)

A biomassa de microalgas contém como principais componentes carboidratos,
proteinas, lipidios, pigmentos, entre outros. Cada espécie de microalga ¢ capaz de
produzir diferentes quantidades desses componentes e seu metabolismo pode se alterar
de acordo com as mudangas na composi¢ao quimica do meio além de outras condi¢des
como a temperatura e a luminosidade. Elas podem ser usadas como fonte para sintese de
varios bioprodutos, tais como combustiveis, quimicos, materiais, cosméticos, racao
animal e suplementos alimentares.

O uso desta biomassa apresenta potencial para ser usado em varios processos
energéticos. Ela possui vantagens considerdveis sobre matérias-primas tradicionais,
como: alta produtividade - geralmente de 10 a 100 vezes maior do que as culturas
agricolas tradicionais; captura de carbono altamente eficiente; elevado teor de lipidios ou
amido, que podem ser utilizados para produgao de biodiesel ou etanol, respectivamente.
Podem ser produzidas sobre terras nao agriculturaveis sendo cultivadas em agua doce,
agua do mar, agua salobra ou mesmo em aguas residuais e producao sobre terras nao
agricultaveis (XU et al., 2011; CAZZANIGA et al., 2014).

Além de poderem ser colhidas continuamente ao longo do ano, sem periodo de
entressafra, outra caracteristica que favorece a produ¢do integrada e sequencial de varios
produtos e reduz os custos de logistica nas instalacdes de biorrefinarias € o cultivo e o
processamento de microalgas poderem ser realizados em um mesmo local. Entre as
técnicas usadas atualmente para se produzir microalgas em larga escala estdo o uso de
tanques tipo raceway, que sao grandes tanques abertos e de fotobiorreatores tubulares
fechados. Com diversas possibilidades para a producdo de biocombustiveis a partir da
biomassa microalgal ha oportunidades para o desenvolvimento de uma industria
sustentavel baseada em microalgas cuja produtividade ¢ independente da fertilidade do

solo e menos dependente da pureza da dgua. Os biocombustiveis produzidos a partir de



24

matérias-primas de primeira e segunda geragdes t€m uma capacidade limitada de atingir
metas comerciais para producdo de biocombustiveis, além do baixo potencial de
mitigacao de carbono (MATA et al., 2010); enquanto que as microalgas, matéria prima
de terceira geragdo (Figura 2.1), utilizam como fonte de carbono tanto o carbono
inorganico (CO:) quanto organico para a formacao de acidos graxos e, consequentemente,
lipidios, sendo a quantidade destes em cada célula diferente entre espécies. Dessa forma
ha um interesse crescente em explorar microalgas na produgdo de precursores de
biocombustiveis, como lipidios na forma de triacilglicerol e amido, que podem ser
transformados em biodiesel e bioetanol, respectivamente, e a producao de biogas a partir

da biomassa microalgal (Figura 2.2).

* Plantas
CONVENCIOnas
+Ex : Cana-de-
agucar, milho,
canola, paltna

+Biomassa
lignoceluldsica

+Ex . bagaco de
cana-de-acticar

sMicrorganismos
+Ex . Microalgas

Figura 2. 1 Produgdo bicombustiveis por meio de diferentes fontes de recursos.
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Figura 2. 2 Esquema de biocombustiveis produzidos a partir de microalgas.

2.2. PRINCIPAIS BIOCOMBUSTIVEIS PRODUZIDOS A PARTIR DE
MICROALGAS

2.2.1. Biodiesel
Dentre as diversas aplicagdes para a biomassa microalgal, o uso para a produgado

de biodiesel tem ganhado destaque, ja que as microalgas requerem muito menos area de
terra, menos tempo (24 a 48 h) para maturidade e produzem cerca de 30 vezes ou mais
rendimentos de 6leo do que as culturas de sementes oleaginosas terrestres (KUMAR;
SHARMA, 2014).

Os teores de lipidios de microalgas encontrados na literatura podem variar de 5 a
75% em termos de biomassa seca (SHARMA et al.,, 2012; OHSE et al., 2015).

Apresentam em sua composi¢do acidos graxos com 14 a 22 atomos de carbono, que ¢é
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semelhante aos Oleos vegetais utilizados na producdo de biodiesel, além das
caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes aos de biomassas tradicionais e do diesel,
porém com um impacto ambiental significativamente menor do que o diesel derivado de
fosseis (ADESANYA et al., 2014).

Estudos atuais em todo o mundo, concentram-se principalmente em melhorar o
acamulo de lipidios nas microalgas sob diversas condi¢cdes de crescimento para maior
produgdo de 6leo. O acumulo de lipidios nas microalgas ocorre quando um nutriente €
esgotado do meio ou se torna o fator limitador do crescimento (BRENNAN; OWENDE,
2010). Dessa forma, intervencdes biotecnoldgicas podem fazer grandes avangos para a
producao em escala comercial de biocombustivel a partir de microalgas.

A fim de potencializar a produgdo de lipidios, os pesquisadores tém recorrido ao
melhoramento genético, permitindo o controle direto sobre esses microrganismos através
da mutagénese ou a engenharia metabolica com a introducao de transgenes que ajustam
as vias metabolicas da célula para desencadear a producdo de metabolitos (NASIR et al.,
2019). A modificagdo genética em microalgas oferece mais caminhos para o controle
preciso dos mecanismos alvo, levando a um maior acimulo de lipidios celulares em
condig¢des normais de crescimento (XUE et al., 2015; LIM; SCHENK, 2017).

As condigdes de cultivo também influenciam diretamente sobre a concentragao de
lipidios produzidos por cada espécie de microalga, de forma que submeter as células a
estressores, como deplecao de nutrientes, intensidade variavel de luz, temperatura,
salinidade e pH, sdo convencionalmente usadas para aumentar o acumulo de lipidios
dentro dos limites biologicos das células (BARTLEY etal., 2014; SUYONO et al., 2015).

A biomassa de Chlorella sp. obtida de culturas com 150 ppm de MgSOs, 12,5%
de salinidade e baixa intensidade luminosa apresentou alto teor lipidico (32,5%), no
entanto, quando cultivadas em menor concentragdo de MgSO4 e maior salinidade e
intensidade luminosa, produziu menor teor lipidico (12,5%) (SHEKH et al., 2015).
Verificando condigdes estressoras para promover a melhoria na produtividade de lipidios
de Chlorella vulgaris, Beloti et al. (2013) constataram que a falta de nitrogénio representa
apenas uma ligeira melhoria, porém quando associada a falta de nitrogénio e fosforo,
houve aumento na produtividade total de lipidios ndo polares.

Os lipidios sdo a matéria-prima de biocombustivel mais facilmente extraivel de
algas, mas o armazenamento ¢ dificultado pela presenca de acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs- Polyunsaturated fatty acid) causando reacdes de oxidagao e alto teor de umidade

(BRENNAN; OWENDE, 2010). O alto teor de lipidios polares, uma classe de moléculas
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que afeta negativamente o processo de produgdo de biodiesel, do petroleo bruto de
microalgas geralmente ndo ¢ analisado (BELOTTI et al., 2013). A transesterificacdo do
triacilglicerol (TAG) ¢ significativamente influenciada por vdarios pardmetros
operacionais, incluindo a razao 6leo / biomassa / alcool, carga do catalisador, tempo de
reagdo e temperatura e pureza dos reagentes.

2.2.1.2 Métodos de producio

Para a producdo do biodiesel tradicionalmente utilizam-se 6leos que sdo
convertidos por meio da reacdo de transesterificagdo, usando um alcool de cadeia curta,
tais como metanol e etanol, responsaveis por fornecer os radicais metila e etila,
respectivamente, e um catalisador bésico ou acido, sendo que a medida que a reagdo
avanga sao gerados o glicerol e um conjunto de ésteres de acidos graxos como produtos
(WAHLEN etal., 2011). Como alternativa ao processo classico de produgao de biodiesel,
tem-se adotado o processo de transesterificagdo direta das microalgas usando solucdes
com alcool, catalisador e um solvente, juntamente com a biomassa.

A transesterificacdo convencional tem duas etapas, na primeira o0s
triacilglicerideos (TAG) sao extraidos os lipidios das microalgas pelo método de extracao
por solvente. Geralmente solventes como como cloroféormio, metanol, hexano ou
isopropanol sdo usados para a extragdo, individualmente ou em proporcdes mistas. Na
segunda etapa, os TAG sdo transformados em éster metilico de acidos graxos (FAME-
Fatty acid methyl ester) na presenga de um alcool monohidroxi (como metanol) € um
catalisador (um alcalino ou acido) com glicerol como subproduto (PARK et al., 2019).
Mesmo ja sendo bem estabelecido, o processo de transesterificacdo convencional, tem
algumas desvantagens, pois gera uma quantidade muito grande de contaminantes com
solvente em 4guas residuais, gerando sérios problemas de reciclagem, além de que o
manuseio ¢ armazenamento do grande volume desses solventes podem causar riscos
ambientais e de satde.

A transesterificacdo direta ¢ uma alternativa para a producao de biodiesel a partir
de biomassa microalgal em uma Unica etapa (Figura 2.3). Nesse processo, a biomassa
microalgal ¢ misturada com metanol na presenga de um catalisador adequado por um
certo periodo de tempo e em determinada temperatura. O metanol usado neste processo €
facilmente recuperado e pode ser reutilizado vérias vezes. Esse processo, portanto,
minimiza o uso de grande quantidade de solventes, reduz os tempos de processamento e
reduz a riscos ambientais e de saide. No entanto, requer otimizacdo adequada de

parametros fisico-quimicos, como temperatura, concentragdo de catalisador, tempo de
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reacdo entre outros, para obter rendimentos mais altos de biodiesel (GHOSH et al., 2017).
Desse modo, busca-se eliminar o processo de extragdo e purificacdo dos lipidios da
biomassa (TALEBI et al., 2013; GHOSH et al., 2017; VELASQUEZ-ORTA et al., 2012;
TORRES et al., 2017). Com base nessas caracteristicas, a transesterificacdo direta da
biomassa microalgal pode alcangar valores semelhantes para a recuperacdo de acidos
graxos aos que seriam obtidos por métodos que realizam a extracdo seguida de
transesterificagdo (Tabela. 2.1). No entanto, esses resultados dependem muito da espécie
em estudo, para Chlorella vulgaris os valores de FAME foram superiores quando
utilizado o processo convencional de transesterificagdo (NASCIMENTO et al., 2013;
TALEBI et al., 2013; VELASQUEZ-ORTA et al.,, 2012), enquanto que para
Nannochloropsis gaditana com a transesterificacao direta € que foram obtidos os valores

superiores de FAME (JAZZAR et al., 2015; TORRES et al., 2017).
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Figura 2.3. Fluxograma dos métodos de produgao de biodiesel.
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As moléculas de triacilglicerdis reagem com um alcool de cadeia curta, metanol
ou etanol, sendo mais utilizado o metanol. Ele ¢ comercializado com um alto grau de
pureza e ndo ¢ higroscopico, porém como ja citado ¢ altamente toxico, além de ser de
origem f0ssil. Assim, o uso do etanol como solvente contribuiria para o processo ser

100% renovavel, no entanto, a presenca de dgua no alcool hidratado dificulta a sintese do
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biodiesel. A hidrélise, reduz a atividade do catalisador, aumenta o seu consumo, aumenta
saponificacdo e diminui o rendimento de biodiesel (RAHMAN et al., 2017).

Buscando avaliar a utilizagdo do etanol na transesterificacao direta de biodiesel
a partir da microalga Ankistrodesmus sp, Makareviciene et al. (2019) encontraram as
condi¢des ideais de processamento com temperatura a 42 ° C, razao molar etanol / 6leo,
8: 1, biocatalisador Lipozyme TL IM, 9,6% (da massa do 6leo), duragdo do processo,
12h, resultando em 97,69% de transesterificagdo de 6leo, com um produto final contendo
6,8% de ésteres etilicos de 6leo de microalgas misturado com 6leo diesel e atendendo aos
requisitos da norma europeia de combustivel diesel. Dessa forma, o etanol pode ser usado
em vez de metanol para a producao de biodiesel e fazer a processo ecologico e eficiente,
devendo-se apenas encontrar catalisadores que promovam o melhor desempenho deste
solvente no processo de transesterificacao direta.

Tabela 2. 1 Comparagdo do rendimento FAME gerado na transesterificagdao
convencional e na transesterificacao direta.

Espécie de

Método Condicoes . AGS AGM AGP Ref.
microalga
Ankistrodesmus 4139 2841 30.20
falcatus
Ankisirodesmus 39 33 57 43 40,24
fusiformis
Klrchner.lella 32,06 2311 4483
lunaris =
&
NaOH em metanol, Coelastrum =
. seguido de metilagdo microporum 45,87 3803 16,10 g
T com BF3 catalisador é
S £ (12%emmetanol) Desmodesmus 34 sy 4408 2138 2
T g brasiliensis B3
g 8 z
9 =
: g Scenedesmus 40 93 2171 746
s obliquus
H
Pseudoklrc}.znerlella 3539 4736 1725
subcapitata

Chlorella vulgaris 52,15 37,51 10,33

Achnanthes sp. 40,20 4590 14,30
hexano / cloroféormio

Heterosigma sp. 4540 31,00 23,70
@4:1,v/v)

Doan et al.
2011

Nannochloropsis sp 47,50 41,80 10,70
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Tabela 2.1. Comparacdo do rendimento FAME gerado na transesterificagcdo
convencional e na transesterificacao direta (continuacao).

Ankistrodesmus sp. 23,43 23,27 37,16

Metanol e 2% de acido ™"py,naliella salina
sulfurico em 4 mg de (UTEX)
microalgas (2 h, 80 ° C,

22,777 22,89 34,47

on
750 rpm). 300 pl de Scenedesmus sp. 18,59 26,86 30,00 §
solucdo de NaCl a —_
0,9% ¢ 300 ul de Chlorella emersonii 24,55 17,01 38,37 s
s (]
hexano; centrifugada B
Chlorella 22,79 19,23 36,19 >
(3000 g, 20 ° C, 3 min) protothecoides S
Chlorella salina 29,34 18,52 40,63
Chlorella vulgaris 25,0 24,80 4590
Metanol e acido B~
cloridrico em 1 g de Chlorella sp 28,5 40,6 28,2 @ §
biomassa microalgal g =

Direta

Propor¢do de metanol
600: 1, catalisador Chlorella vulgaris 18,6 42,9 20,9
acido Sulfurico 0,35: 1

Transesterifica¢do

Proporg¢do de metanol
600: 1, catalisador
hidréoxido de so6dio

alcalino 0,35: 1

Chlorella vulgaris 15,3 41,86 31

Velasquez-Orta et al.
2012

Metanol, catalisador

Biodiesel foi destilado
duas vezes

acido sulfurico, &
agitacdo por 2h a 95— <
1'00 °C, hexanO? Nannocf.zloropSlS 298 2049 14,79 .CE
agitagdo por 30 min. gaditana o3
e

o

H

AGS: acidos graxos saturados (%), AGM: acidos graxos monoinsaturados (%), AGP:
acidos graxos poliinsaturados (%)

2.2.1.3 Carateristicas relevantes
As biomoléculas de lipidios sdo formadas por carbono, hidrogénio e oxigénio.
Estes lipidios incluem fosfolipidios, glicolipidios, mono-, di- e triacilglicerois, dentre
outros (GREENWELL et al., 2010), os quais apenas os triacilglicer6is sao facilmente
convertidos em biodiesel pelo método de transesterificacdo. As microalgas sdo também
compostas por triglicerideos e acidos graxos poli-insaturados que ndo sdo

tradicionalmente utilizados para a obteng@o de biodiesel, pois sdo propensos a reacdes de
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oxidacao indesejaveis (ADESANYA et al., 2014). A alta quantidade de acidos graxos
poli-insaturados limita a velocidade da reacdo e por sua vez aumenta a energia de ativagdo
(GHOSH et al., 2017).

A maioria das microalgas marinhas nao atendem aos parametros exigidos por
normas internacionais, com relagao a composicao de acidos graxos, devido apresentarem
consideraveis teores de 4cidos insaturados, especialmente tri- e poli-insaturados. Assim,
diante dos resultados de producdo de biodiesel a partir de microalgas marinhas, estima-
se que o biodiesel produzido por espécies dulcicolas demonstrard melhor qualidade nas
propriedades fisico-quimicas do biodiesel. De acordo com os parametros estabelecidos
pela norma EN 14214, o limite maximo estabelecido para o teor de &cido linolénico ou,
no caso de microalgas, de acidos tri- insaturados, ¢ de 12%; e de 1% para o teor maximo
de &cidos graxos com mais de trés duplas ligacdes (AGP).

As insaturagdes reduzem a viscosidade do biodiesel € melhoram as propriedades
de ponto de entupimento de filtro a filtro. Entretanto, a presenca de acidos graxos
insaturados, principalmente os AGP, ira causar baixa estabilidade oxidativa ao
biocombustivel. A predominancia dos acidos oleico e palmitoleico, dentre os acidos
insaturados e os baixos teores de di, tri e poli-insaturados favorecem algumas das
propriedades fisicas do biodiesel, tais como as de ponto de entupimento e viscosidade.
Apesar da saturagdo e do perfil dos acidos graxos das microalgas ndo terem muito impacto
sobre a obtencdo de biodiesel a partir da reacao de transesterificagdo, eles podem afetar
as propriedades do biocombustivel.

Muitas revisoes de literatura relacionam o conteudo de lipidios e &cidos graxos
obtidos através do cultivo de diferentes espécies e linhagens de microalgas, no entanto,
poucos relacionam a influéncia dos métodos de obtengao com a qualidade do biodiesel
produzido (GOH et al., 2019). A influéncia de cada 4cido graxo nas propriedades do
biodiesel foi investigada por Islam et al. (2013), os autores observaram que quanto maior
o 4cido graxo poliinsaturado, maior o valor de iodo (VI) e menor o nimero de cetano. A
viscosidade ¢ altamente associada aos acidos graxos saturados, de modo que um valor
mais alto de aquecimento aumenta os acidos graxos saturados, enquanto o valor do iodo
¢ um parametro indicador do grau de saturacdo do combustivel que influencia a
viscosidade do combustivel e o ponto de conexao do filtro a frio.

As propriedades do biodiesel produzido a partir de Chlorella sp foram avaliadas
por Gumbyté et al., (2018) através da transesterificagdo convencional (TC) e por Ghosh

et al. (2017) através da transesterificagdo direta (TD) (Tabela 2.2). A densidade e a
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viscosidade do combustivel afetam o desempenho do motor e suas caracteristicas de
emissdo, foram obtidos valores de 833 e 886, para densidade, e 3.82 e 4.6 para
viscosidade, através de TC e TD, respectivamente. O niumero de acidos descreve a
qualidade do biodiesel e mede seu potencial corrosivo, esta propriedade foi avaliada
somente na TD, com 0.7. O valor do iodo indica a estabilidade quimica do biodiesel, com
80.6, também avaliada apenas na TD. O valor de saponificagdo significa a quantidade de
alcalis necessaria para a hidrélise de acidos graxos nos glicerideos, com 244.8 obtidos
através da TD. Outra caracteristica importante do combustivel € o nimero de cetano, que
¢ a capacidade de um combustivel inflamar rapidamente, foram observados os valores de
52 e 56.1, para Chlorella sp através da TC e TD, respectivamente.

Gumbyte et al. (2018) obtiveram um rendimento de 98% de transesterificacdo
com uma razao molar de etanol e 6leo de 4,54: 1, onde o baixo teor de acidos graxos
poliinsaturados foi uma propriedade positiva para a producao de combustivel bioldgico,
pois os acidos poliinsaturados sdo propensos a oxidagao; durante a oxidagao, os produtos
de oxidacao secundaria geram borrachas, bloqueando os injetores de combustivel, esse
combustivel ndo pode alcancar o motor. Enquanto Ghosh et al. (2017) com uma razao
molar de metanol e biomassa de microalgas de 5: 1 obtiveram uma conversao lipidica
maxima de 95%.

O perfil da FAME analisado por Nascimento et al. (2013) sugeriu que a melhor
abordagem para gerar biodiesel de microalgas de alta qualidade ¢ misturando os 6leos de
culturas celulares distintas, ja que Kirchneriella lunaris, Ankistrodesmus fusiformis, e
Ankistrodesmus falcatus mostraram os maiores niveis de FAME poli-insaturadas
incorrendo na produgdo de biodiesel com a menor nimero de cetano (NC), o mais alto
valores de iodo (IV) e a menor estabilidade a oxidagdo, enquanto que os niveis mais altos
de FAME saturada nos 6leos Scenedesmus obliquus os indicaram como fonte biodiesel
com maior estabilidade a oxidacao, maior NC e IV inferior. O biodiesel produzido a partir
de microalgas pode ter altos valores do indice de iodo, uma vez que ¢ composto
principalmente de 4cido graxo insaturado de ésteres metilicos (TORRES et al., 2017).

Um biodiesel composto por ésteres de acidos graxos saturados e de cadeia longa
apresentard alto nimero de cetano (NC), o que favorece a qualidade do biocombustivel.
A propriedade de numero de cetano, que mede a qualidade da combustao, esté relacionada
com a velocidade de igni¢do. Um alto nimero de cetano indica bom funcionamento do
motor, com minimizagdo da quantidade de poluentes emitidos. Esta propriedade ¢

influenciada pelo grau de satura¢do e comprimento da cadeia carbonica. O NC minimo
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de biodiesel ¢ 51 na Europa, 47 nos EUA e 45 no Brasil. Levando essas especificacdes
em consideragdo, o biodiesel de microalgas atinge todos os requisitos de NC, e isto € uma
indicacdo adicional da viabilidade deste biocombustivel como alternativa ao biodiesel a
partir de 6leos vegetais alimentares (BATISTA etal., 2018)

Assim nenhuma barreira ¢ definitiva ao futuro de produgdo de biodiesel de
microalgas, sdo necessarias inovagdes bioldgicas e de engenharia significativas para
mitigar a demanda por recursos. E essencial determinar o método mais eficiente para cada
espécie, quanto ao processo de produgdo do biodiesel, transesterificagdo direta ou
convencional, o solvente a ser utilizado e o catalizador, parametros esses determinantes
na qualidade do perfil de acidos graxos extraidos e consequentemente nas propriedades
do biodiesel produzido.

2.2.2 Bioetanol
O bioetanol produzido pelas microalgas se caracteriza como um biocombustivel

de terceira geracao (LAKATOS et al., 2019), uma vez que ¢ proveniente da fermentagao
do carboidrato presente na biomassa de um microrganismo, no caso em questdo, das
microalgas. O bioetanol microalgal se apresenta como um excelente substituto para a
gasolina convencional refinada do petréleo (DOAN et al., 2012).

As vantagens de se utilizar a biomassa microalgal em relagdo a outros tipos de
biomassa, se da pelo fato de que sdo necessarios menos hectares para se obter uma boa
producao de biomassa, podem ser cultivadas sobre areas improdutivas, facilidade no
rompimento celular e liberagao dos carboidratos, além de que ndo existe um conflito
alimentar, o que ¢ um problema da primeira geracao de biocombustiveis (DUTTA; LIN,
2014; PHWAN et al., 2018).

Até o presente momento, a desvantagem do bioetanol proveniente da biomassa
se da pelo fato de ainda ndo se ter a todas as varidveis (cultivo, colheita, ruptura celular e

conversao) (Figura 2.4) do processo produtivo otimizadas (LEE et al., 2015). Além do
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Condig¢oes de reacio do biodiesel  Espécies de microalgas GI NC VS 1I FSCL POFF PN 1A D \% PI Ref.
Ankistrodesmus falcatus 88,81 50,52 201,97 101,33 1,69 -10,43 - - - - -
Ankistrodesmus fusiformis 102,91 48,00 199085 113,81 1,78 -10,14 - - - - -
Kirchneriella lunaris 112,77 4247 202,21 136,97 1,94 -9,62 - - - - -
Coelastrum microporum 70,23 52,95 205,63 88,42 1,98 -9,52 - - - - -
Desmodesmus brasiliensis 86,34 53,28 205,46 87,05 1,23 -0,55 - - - - - Nascimento et al. 2013
Transesterificagdo convencional Scenedesmus obliquus 36,63 63,63 216,04 35,28 1,23 -11,87 - - - - -
Pseudokirchneriella subcapitata 81,86 53,94 207,68 82,83 1,95 -9,60 - - - - -
Chlorella vulgaris 58,17 61,83 199,37 52,63 1,57 -10,81 - - - - -
Chlorella protothecoides - 51,32 - - - - 246,0 0,224 0,874 4,88* 183,9 Batistaetal. 2018
Chlorella sp. - 52 - - - - - - 833**  3,82%* 58 Gumbyté et al. 2018
Acutodesmus obliquus - - 165,66 156,40 - - - 7441 - 33,33%* - Escorsim et al. 2018
Ankistrodesmus sp. 97,59 52,45 170,60 114,88 522 -0,08 3,55 - - - -
Dunaliella salina (UTEX) 91,83 55,40 170,56 108,58 4,85 -1,24 3,60 - - - -
Scenedesmus sp. 86,86 59,57 152,99 99,57 3,05 -6,91 3,22 - - - -
Chlorella emersonii 93,75 5424 162,28 114,18 6,37 3,55 2,77 - - - - Talebi et al. 2013
Chlorella protothecoides 91,60 54,57 163,37 111,75 493 -0,99 3,51 - - - -
Transesterificagao dircta Chlorella salina 99,78 49,93 180,97 117,92 6,07 2,58 6,32 - - - -
Chlorella vulgaris 116,59 44,0 194 13526 6,71 4,60 2,66 - - - -
Chlorella sp. MJ 11/11 - 56,1 244,8 80,6 - - -2,2 0,7 886*  4,0%* 113 Ghosh et al. 2017
Ankistrodesmus sp. - 52 - - - - - - 844%*  4.45%* 59 Makareviciene et al. 2019
Nannochloropsis gaditana - - - 86,5 - - - 2,7 852%*  3,76** - Torres etal. 2017

GI: grau de insaturagdo, NC: numero de cetano, VS: valor de saponificagdo (mg g™, 1I: indice de iodo (g I, 100 g!), FSCL:
obstrugio do filtro frio (° C), PN: ponto de nuvem (° C), IA: Indice de acidez (mg KOH.g™), D: Densidade (g.cm®)a* 0° C,

* 40 ° C, FP: Ponto de inflamagdo (° C).

fator saturado de cadeia longa, POFF: ponto de
** 15 °C; V: Viscosidade (mm?.s') a * 60 ° C, *
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fato de que as enzimas ainda representam um elevado custo no setor industrial. No entanto
tal fato, pode vir a ser contornado com maiores investimentos em microalgas

geneticamente modificadas (LAKATOS et al., 2019).
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N pH * Floculagio enzimatico F*]'m*l-m'l“in | BIOETANOL |
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» Temperaturas

| Cultivo / altas

T

Figura 2.4. Fluxograma das variaveis do processo produtivo do bioetanol.

2.2.2.1 Métodos de producio

Os métodos de rompimento celular podem ser fisicos, quimicos e bioldgicos. Os
tratamentos fisicos sdo: agitacdo, ultrassonicagdo, autoclavagem, micro-ondas, entre
outros. Tais métodos, atuam ou fazendo uma ruptura mecanica por contato, pressao ou
desnaturagdo (LAKATOS et al., 2019) Uma das vantagens desses métodos € que sdo
eficientes e ndo geram residuos e a desvantagem ¢ que demandam energia.

Ja os métodos quimicos, se caracterizam pela utilizagdo de reagentes quimicos
acidos ou alcalinos para a ruptura celular. A vantagem desse processo ¢ a simplificagdo,
pois pelo uso dos reagentes quimicos (principalmente o acido sulftrico), consegue-se
realizar a ruptura celular e a hidrolise dos polissacarideos ao mesmo tempo (CHNG et al.,
2017). A desvantagem ¢ a geracao de residuos além do risco operacional por se tratar de
um acido extremamente corrosivo.

O método biologico por sua vez, se caracteriza pelo uso de enzimas para fazer
tanto a ruptura celular, como a hidrélise dos polissacarideos. Enzimas, apesar de
apresentarem valor elevado, ndo sdo nocivas ao meio ambiente, porém exigem o controle
de alguns fatores como pH, temperatura, dentre outros (HARUN; DANQUAH, 2011).

Outro método de producgdo ¢ processo de sacarificagdo, que ¢ extremamente
necessarios devido a diversidade de polissacarideos encontrados na biomassa microalgal.

Dentre os agucares ndo polissacarideos, acumulados na biomassa microalgas pode-se
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citar xilose, manose, arabinose, manose, galactose, glicose (KIM et al., 2014; KIM et al.,
2017).

Os processos de sacarificacdo mais utilizados para a liberagdo e hidrolise dos
polissacarideos presentes nas microalgas sao: hidrélise quimica e enzimatica. A hidrdlise
quimica geralmente ¢ realizada utilizando o acido sulfurico, mas também existem
trabalhos que relatam o uso de acido cloridrico e at¢é mesmo o uso de acido acético
(CHNG et al, 2017; PHWAN et al., 2019).

Dessa forma, mistura-se a biomassa microalgal com uma solu¢do de acido (a
concentracao do acido pode variar de espécie para espécie). Logo em seguida, realiza-se
a elevagdo da temperatura para a que a hidrolise de fato acontega (KHAN et al., 2017;
ZHOU etal., 2011). Ap6s o processo de hidrolise, tem a necessidade de ajustar o pH para
posterior ou simultdnea fermentacao (HO et al., 2013a, b).

A hidroélise enzimatica por sua vez, ocorre fazendo uso de enzimas de diferentes
microrganismos. Dentre as enzimas utilizadas, pode-se citar: a amiloglucosidase (CHNG
et al., 2017), B-glucosidase, celulase (ONAY, 2019), lisozima (KHAN et al., 2017). O
rendimento desse processo ¢ extremamente alto, no entanto quanto mais enzimas
purificadas sdo utilizadas, maior € o custo do processo produtivo.

A produgdo do bioetanol pode também ser realizada a partir da fermentagao dos
polissacarideos encontrados na biomassa microalgal (DUTTA et al., 2014). Em relagao
ao processo fermentativo, pode se optar por fazer a hidrélise e em seguida a fermentagao
(HSF), ou fazer simultaneamente a hidrolise ¢ a fermentagao (SHF). Para o processo de
SHF pode ser realizado algum tratamento fisico antes, ou pode-se utilizar enzimas que
realizem a ruptura celular.

Nesse processo o rendimento de bioetanol ¢ maior quando comparado com o
SHF, na maioria dos trabalhos, pois ocorre um efeito sinérgico entre a digestdo dos
carboidratos (com a enzima ou com o 4cido) e a producdo de bioetanol (CHNG et al.,
2017; PHWAN et al., 2019; KIM et al., 2014). No processo HSF, tem-se a necessidade
de realizacdo de duas operagdes, sendo a primeira a hidrolise e posteriormente a
fermentagao.

Para ambos os processos, a fermenta¢do ocorre fazendo uso de dois principais
microrganismos Zymomonas mobilis (HO et al., 2013a, b) e Saccharomyces cerevisiae
(KIM et al., 2014; PHWAN et al., 2019). Logo, para verificar a eficiéncia da conversao

dos carboidratos em etanol, utiliza-se a Equagdo 2.1 descrita por Mussatto et al. (2010).
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Etanol (g)
Acucar Total (g) X 0.511 X100

Rendimento tedrico de etanol % =

Equacio 2.1.

Onde: 0.511 ¢ a maxima conversao tedrica de a¢licar em etanol.

De acordo com a Tabela 2.3, ¢ possivel observar que cada etapa do processo
produtivo ¢ extremamente importante, desde a escolha da cepa, ao método de hidrdlise e
o tipo de fermentacdo, pois vao influenciar diretamente na produtividade final de etanol
obtida. Logo, para cada microalga e consequentemente para hidrolise de seus
polissacarideos ¢ importante a avaliacdo de ambos os métodos de hidrélise e verificar a
eficiéncia de cada um, bem como dos métodos de fermentacao.

A recombinagdo genética, poderia entdo ser utilizada visando minimizar as
etapas do processo produtivo e dessa maneira, modificar a microalga para que seu

metabolismo se assemelhe cada vez mais ao de uma levedura.

2.2.2.2 Caracteristicas relevantes

A quantidade de acucar encontrado na biomassa depende da espécie e também
pode ser influenciada por outros fatores, tais como, temperatura, intensidade luminosa,
pH, suplementacao de dioxido de carbono, macronutrientes (nitrogénio, fosforo) entre
outros (HO et al., 2012; BUONO et al., 2014; LAKATOS et al., 2019).

No trabalho realizado por Kim et al. (2014), quando se induziu um estresse
relacionado a limitacdo dos nutrientes nitrogénio e enxofre no cultivo de Chlorella
vulgaris, foi constado o aumento de 7 e 40% (w/w), respectivamente, no teor de
carboidratos totais encontrados em relacao a condigdes normais. No estudo realizado por
Ho et al. (2012) a influéncia da intensidade luminosa foi associada a limitacdo de
nutrientes no processo produtivo de biomassa e de produto para a microalga Scenedesmus
obliquus. Foi observado que a medida que se aumentou a intensidade luminosa, a
quantidade de biomassa produzida também foi maior e consequentemente maior fixacao
de didxido de carbono. No entanto, o limite de aumento para essa espécie nessas
determinadas condi¢des foi de 540 umol m™ s™!'. E o maior teor de carboidratos foi de
22,4% (w/w), com cinco dias de limita¢do de nitrogénio.

Dessa forma, € possivel observar que em relagdo ao custo produtivo final, deve-

se analisar todas essas variaveis, uma vez que elas também influenciam diretamente na
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quantidade de biomassa produzida, logo a otimizacdo das mesmas, pode resultar na
diminui¢do dos custos por se ter uma alta produtividade de biomassa, somada a uma

elevada produtividade de produto (HO et al., 2013).

2.2.3 Biohidrogénio

Nos ultimos anos, em decorréncia de uma crescente e elevada demanda de energia
e ao fato de um consumo acentuado das reservas de combustiveis ndo renovaveis, as
tecnologias de produgdao de combustiveis produzidos a partir de energia renovavel tém
recebido especial atencao, entre eles o biohidrogénio, visto que o mesmo ¢ considerado
como uma fonte de energia potencialmente mais limpa e uma alternativa promissora
quando comparado aos demais combustiveis fosseis convencionais (SHOW et al., 2019;
KHOSRAVITABAR, 2019). O biohidrogénio libera somente agua como produto final
no seu processo de producdo, por este motivo ele vem sendo considerado como uma
alternativa sustentavel para a substitui¢do da gasolina e/ou do diesel, gerando assim
menos impactos negativos ao meio ambiente (SZWAJA; GRAB-ROGALINSKI, 2009).

O hidrogénio nao pode ser encontrado livre no meio ambiente, porém pode ser
encontrado combinado a outros elementos, sendo considerada uma fonte intermediaria de
energia. O hidrogénio pode conter o triplo de energia que combustiveis origindrios a partir
de hidrocarbonetos (KHOSRAVITABAR, 2019). Ainda segundo Khorsravitabar (2019),
para que ocorra o processo de produgdo do hidrogénio sao necessarios alguns aportes
externos de energia, como a luz, o calor ou até mesmo a eletricidade. O desafio para a
utilizacao do hidrogénio consiste na sustentabilidade na etapa de produgao e da estocagem
deste combustivel (GHIMIRE et al., 2015).

A utilizacdo de microalgas para a producdo de biohidrogénio ¢ uma tecnologia
recente, considerada limpa e que possui diversos beneficios, como por exemplo: elevada
captura de CO2 quando comparada a outras plantas superiores, métodos simplificados
para o cultivo deste microrganismo, podendo ser utilizados residuos como fonte de

carbono, além de produg¢ao acelerada e alto teor de carboidratos, sem presencga de material
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Tabela 2. 3 Influéncia da cepa, do método de hidrélise e o tipo de fermentagdo na produtividade final de etanol obtida.

Ti P po - ] Rendi P
Microalga Método de hidrolise 'po de~ Levedura r?duqao de bu?etano '8 endn'nento teorico Referéncia
fermentacio bioetanol / g biomassa de bioetanol, %
Scened. . .
Ce,ne esmus 4% v/v acido sulfarico SHF Saccharomyces cerevisiae 0,178 80,3 .
dimorphus Ching et al.
Scened Enzimati 2017
c?ne coms . nzima 1?0 SHF Saccharomyces cerevisiae 0,183 84,3
dimorphus (amiloglucosidase)
Scenedesmus 2.5% dcido sulfirrico SHF Zymomonas mobilis 0,195 - Ho et al. 2013b
obliquus
Chlorella sp 1% acido sulfurico SSF Saccharomyces cerevisiae 0,137 -
Chlorella sp 3% acido sulfarico SSF Saccharomyces cerevisiae 0,169 -
Chlorella sp 5% acido sulfarico SSF Saccharomyces cerevisiae 0,281 -
Chlorella sp 7% acido sulfarico SSF Saccharomyces cerevisiae 0,154 -
Chlorella sp 9% acido sulfarico SSF Saccharomyces cerevisiae 0,084 - Phwan et al.
Chlorella sp 1% acido acético SSF Saccharomyces cerevisiae 0,110 - 2019
Chlorella sp 3% acido acético SSF Saccharomyces cerevisiae 0,133 -
Chlorella sp 5% acido acético SSF Saccharomyces cerevisiae 0,230 -
Chlorella sp 7% acido acético SSF Saccharomyces cerevisiae 0,134 -
Chlorella sp 9% acido acético SSF Saccharomyces cerevisiae 0,080 -
Porphyridium En21mat1c9 (celulase e SSF Saccharomyces cerevisiae - 65,4
cruentum (SPC) pectinase) .
- T Kim et al. 2017
Porphyridium Enzimatico (celulase e o
. SSF Saccharomyces cerevisiae - 70,3
cruentum (FPC) pectinase)
Scenedesmus
0/ 2 s s
obliquus CNW-N 2.0% acido sulfurico SHF Zymomonas mobilis 0,213 99,8 Ho et al. 2013b
Chlorella vulgaris En21mat109 (celulases ¢ SHF Zymomonas mobilis 0,178 89,3 Ho et al. 2013a
amilases)
Chlorella vulgaris En21mat109 (celulases e SSF Zymomonas mobilis 0,214 92,3
amilases)
Chlorella vulgaris Acido sulfirico SHF Zymomonas mobilis 0,233 87,59

N.L: ndo informado; ASPC: Porphyridium cruentum de agua salgada; ADPC: Porphyridium cruentum de dgua doce; SHF: Fermentagdo e hidrélise separadas; SSF:
Fermentagao e hidrolise simultaneas.
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lignoceluldsico, possibilitando a sua utilizagdo como matéria prima na producdo de
combustiveis de terceira geracdo (CALLEGARI et al., 2020; SARATALE et al., 2019).
Dentre os substratos usualmente utilizados, para a produgao das microalgas. pode-
se citar os materiais advindos de residuos que geralmente ndo possuem grande valor
econdmico e comercial, sendo por vezes agravantes para o meio ambiente. Dentre os
materiais que podem ser utilizados como substrato na produgdo de microalgas, temos:
residuos da agricultura, como bagacos lignocelul6sico; dejetos da pecuaria e suinocultura;
residuo industrial, como residuo da producgdo do 6leo de palma e dleo de oliva; residuos

organicos municipais, entre outros (GHIMIRE et al., 2015).

2.2.3.1 Métodos de producio

A producao de hidrogénio pode ocorrer de diferentes formas, como a partir de
fontes ndo renovaveis e fontes renovaveis de energia. Dentre as técnicas de produgdo do
hidrogénio por meio de fontes ndo renovaveis de energia, pode-se citar a reforma a vapor
de gas, gaseificacdo, pirolise, outras por meio da 4gua, como a eletrolise e outras por meio
de microrganismos, como a fermentagao e a biofotolise (DEMIRBAS, 2009). Porém, as
tecnologias associadas a combustiveis fosseis para producao do hidrogénio ainda sao
prejudiciais ao meio ambiente, sendo necessario o estudo e aplicagao de tecnologias de
producao limpa e que sejam ambientalmente mais sustentaveis (SHOW et al., 2011).
Dentre as técnicas para a producao de hidrogénio por meio de fontes renovaveis, pode-se
citar a energia hidroelétrica, energia edlica, energia ondomotriz, energia solar, energia
geotérmica, por meio de biomassa e até por meio de energias ndo renovaveis, como
carvao, gas natural e energia nuclear (ABE et al., 2019).

A producdo de biohidrogénio por meio de microalgas pode ocorrer por meio de
sistemas fotobiologicos em biorreatores, que sdo utilizados para a produ¢do da biomassa,
em condi¢des de cultivo controladas, como luz, temperatura, pH, aeracao, entre outras
(HALLENBECK, 2005; CHANDRA et al., 2019). Dentre os processos, pode-se citar a
foto-fermentacdo, a fermentacdo anaerobica, a eletrolise microbiana, a pirdlise e a
gaseificacdo (AZIZ,2015; SARATALE et al., 2019) como pode ser visualizado na Figura
2.5. Na fermentagdo anaerobica ocorre a fermentagdo com auséncia de luz, produzindo
hidrogénio. Na foto-fermentacdo tem-se a eletrolise direta e indireta e a fermentagdo com
presenca de energia luminosa (SARATALE et al., 2019). O processo de fotolise envolve
a fotossintese e o acumulo de carboidratos, que em um momento posterior sdo convertidos

em hidrogénio. No processo de eletrolise microbiana, os elétrons, que sdo resultantes do
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metabolismo dos microrganismos, percorrem do anodo para o catodo, gerando energia,

convertendo assim energia quimica em energia elétrica (MONASTERIO et al., 2017).
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Figura 2.5. Metodologias para a produgao de biohidrogénio por meio de microrganismos
incluindo processos bioquimicos e processos termoquimicos de producao.

A produgdo do biohidrogénio por microrganismos ocorre por meio de autotrofia
e heterotrofia e as reagdes quimicas envolvidas nestes processos podem ser visualizadas
na Figura 2.6. Na conversao autotrofica a energia solar ¢ convertida em biohidrogénio
diretamente pela fotossintese, que ocorre semelhante a plantas superiores. Ja na conversao
heterotréfica substratos organicos sdo convertidos em biohidrogénio juntamente com a
formacao de outros compostos organicos menos complexos (GHIMIRE et al., 2015).

As vantagens e desvantagens de cada método variam de acordo com a
sustentabilidade, a praticidade da tecnologia envolvida e com a eficiéncia energética do
processo. Apesar do grande potencial de produgdo, as tecnologias utilizando microalgas
ainda sdo objetos de investigacdo e necessitam de estudos em ampla escala. Na eletrolise
microbiana a grande vantagem decorre da eficiéncia energética deste método em
comparagdo com outros, além da grande disponibilidade de material intracelular, como
por exemplo, de lipidios. Ja a desvantagem decorre do fato da dificuldade de ampliacao

deste método em larga escala (MONASTERIO et al., 2017).
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Na conversao bioquimica a desvantagem decorre do fato de ser um processo lento
e com uma baixa conversao energética quando comparada a conversao termoquimica. Na
conversao termoquimica por gaseificagdo sdo geralmente utilizados os métodos
convencional e supercritico. A desvantagem do método convencional se baseia na
necessidade da maxima secagem da biomassa de microalga, gerando alto consumo de
energia (AZIZ, 2014), o que n3o € necessario no método supercritico, visto que a
gaseificagdo ¢ realizada em meio aquoso. Porém, na técnica de gaseificacdo supercritica,
também ¢ necessario um alto consumo energético quando a biomassa de microalga ¢

levada a um estado supercritico (AZIZ, 2015).

Alga verde
I{ """"" S { 12H,0 -> 12H, + 60,
Biofotolise .
______ Bactérias
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Figura 2.6. Esquematizacdo das rea¢des quimicas envolvidas na producdo de
biohidrogénio a partir da presenga e a da auséncia de energia luminosa.

A biofotdlise ¢ caracterizada pela agcdo bioldgica por meio da energia luminosa
em dissociar um substrato em hidrogénio e oxigénio, tem como vantagens a utilizagao de
recursos naturais geralmente com maior disponibilidade no meio ambiente, como energia
luminosa e agua, porém se limita pela baixa produc¢do do bicombustivel (SINGH; DAS,
2018). Na fermentacdo no escuro o metabolismo microbiano ndo necessita gastar energia
especifica para transportar glicose para o interior da célula além de ndo gastar ATP para

a producao de glicose-6-phosphate (SHOBANA et al., 2017).
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2.2.3.2 Caracteristicas relevantes

O hidrogénio que ¢ produzido por meio de agentes bioldgicos, como microalgas
e bactérias é conhecido como biohidrogénio. Estes microrganismos tém a capacidade de
decompor matéria organica e transforma-la em didéxido de carbono e hidrogénio
(CALLEGARI et al., 2019). A produgdo de hidrogénio por meio de microalgas ¢ uma
tecnologia promissora, visto os inimeros beneficios e propriedades destes
microrganismos, além requerer pequenas areas para a produgdo da biomassa das
microalgas, o que difere de outros combustiveis que necessitam de um grande espaco de
area agriculturavel (KRUSE; HANKAMER, 2010). As enzimas envolvidas no processo
de producdo do biohidrogénio sdo as hidrogenases e a nitrogenases. As hidrogenases
utilizam prétons reduzindo-os para a producdao de hidrogénio e as nitrogenases estdo
associadas na fixagdo de nitrogénio reduzindo este elemento em amoénia (SINGH; DAS,
2018).

Na Tabela 2.4 sdo apresentados alguns trabalhos que utilizaram microalgas para a
producao de biohidrogénio, por meio de diferentes processos e em diversos meios de

cultivo, tanto sintéticos, como por exemplo meio BG-11, tanto como naturais, como por

exemplo residuo da industria de amido.

Tabela 2. 4 Produtividade de biohidrogénio por diferentes espécies de microalgas.

Espécies de

Meio de

Condigoes de

Modo de

. . ~ Rendimento Ref.
microalgas cultivo reacio cultura
Fermentacao 8,4¢e6,1 Chernova:
Chlorococcum sp. BG-11 anaerobica de Mini-reatores mmol L! de . ’
. Kiseleva, 2017
acetona-butanol meio/dia
Maxima
. evolugdo de
Scenedesmus sp. TAP Foto i Reator de vidro 17.72% v/v Ha Dasgupta et al.
(com S) fermentacao retangular 2015
do total de
gases
Chlamydomonas TAP Foto Foto biorreator 3121,5+ Giannelli;
reinhardtii fermentacao Tubular 178,9 mL Torzillo, 2012
346 pmol Ha
Frascos para _1
BG-11 Condicdes de  septo / frascos de (mg chl a h™) Tunaid et al
Gloeocystis sp. semde  luz/Condigdes septo -1 /108,5 2019 ’
glicose escuras embrulhados em 1H
papel aluminio ~ HMO B2 (mg
chlah™)*
. Pirolise (900 °  Reator de fluxo o Maliutina et
Chlorella vulgaris - C ¢ 4 Mpa) confinado 88,01 vol% al. 2018
Aguas ~ Reatores onde o
Scenedesmus sp residuais Fermentacdo ar foi removido  1508,3 mL L! Ren et al.
. escura 2015
de amido do espago
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superior pelo gas

argdnio
Pilha de
milho Reator
(residuos Fermentagao anaerobico de 811,1mL L™ Ren et al.
Scenedesmus sp. . .
de escura sequenciamento d 2019
biomassa descontinuo
agricola)
10,31 +£0,05
Chlorella sp Glicerol Condigf)es Frasgo de soro / mL L ™! Sengemee et
) bruto anaerobicas biorreator 11,65+ 0,65 al. 2017
mL L!

2.2.4 Outros biocombustiveis
Menos estudados, porém nao menos importantes existem outros biocombustiveis
obtidos a partir da biomassa microalgal.

2.2.4.1 Bio-dleo
O bio-6leo ¢ produzido pela pirdlise da biomassa microalgal, ele e o diesel tém

caracteristicas semelhantes, assim, o bio-0leo poderia substituir o diesel e resolver o
problema conflito de demanda e oferta de combustivel. Porém, o teor de oxigénio do bio-
6leo de microalgas nao ¢ o mesmo que o diesel, o que restringe o uso industrial deste
material. Portanto, para melhorar a sua qualidade o bio-6leo de microalgas precisa ser
desoxigenado e torna-lo adequado para a industria de combustiveis, assim Guo et al.,
(2019) utilizaram a hidroxido-calcinacao CaO (HC CaO) para desoxigenar a pirolise bio-
oleo de Nannochloropsis sp. de forma que os resultados indicaram que o HC CaO
desoxigenou significativamente o bio-6leo, melhorando seu desempenho através da
fixacao direta de “intermediarios ativos de quase-CO,”.

2.2.4.2 Gas de combustao
A aplicagdo da tecnologia de microalgas para capturar CO> a partir de gases de

combustdo tem ganho atencdo significativa. Embora ndo possa ser tratado como um
método de mitigacdo de CO; a longo prazo (a menos que o CO2 ¢ armazenado), ainda ¢
um método neutro em carbono, porque a quantidade de CO> liberado durante a combustao
de biocombustiveis de algas ndo ¢ superior ao CO> capturado durante o cultivo de algas
(VUPPALADADIYAM, et al., 2018). Realizando uma revisao dos aspectos técnicos e a
viabilidade da fixacdo combinada de carbono e o cultivo de microalgas para reutilizagdo
de carbono. Vuppaladadiyam et al. (2018) concluiram que a fixa¢do do dioxido de
carbono dos gases de combustdo depende principalmente da cepa de microalgas

selecionada e dos compostos dos gases de combustdo/concentracdes, e apesar das
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inovagdes tecnoldgicas, a sua viabilidade para aplicagcdo a nivel comercial ainda exigem

mais pesquisas.

2.2.4.3 Biometano
A digestdo anaerobica de microalgas para a produgdo de biometano tem grande

potencial devido a sua facilidade de cultivo e baixa conteudo de lignina. No entanto,
segundo Bishop e Rahman, (2017) muitos obstdculos permanecem no caminho da
expansao comercial, como alto consumo de dgua, qualidade / quantidade variavel de
produtos gasosos e fenomenos de inibi¢ao e para estes problemas serem superados, mais
pesquisas sao necessarias para a diversidade e funcao das bactérias e microalgas. Dentro
do digestor e o desenvolvimento de uma abordagem robusta ao cultivo. Produzindo
biometano por gaseificagdo hidrotérmica, Haiduc et al. (2009) descreveram um novo
processo (SunCHem) onde os nutrientes, a 4gua e o CO; produzidos sdo reciclados, de
forma que os resultados confirmaram que o SunCHem ¢é um processo promissor para
producao eficiente de metano por gaseificacdo catalitica por HT da biomassa de

microalgas, porém a economia do processo deve ser melhorada.

2.2.4.4 Bioeletricidade
A bioeletricidade pode ser gerada pelo uso de células combustiveis microbianas

de microalgas fotossintéticas (PMMFC). Nesse sistema as microalgas atuam utilizando a
luz (artificial ou natural) de maneira a gerar energia elétrica. Sendo assim, elas
desempenham a func¢ao de biocatalisadores em reagdes de oxidacao ou redugdo, podendo
estar tanto no compartimento de anodo como de catodo (GOUVEIA et al., 2014;
BADZAR et al., 2018; KUMAR et al., 2019).

2.2.4.5 Biocarvao

O biocarvao obtido por meio da biomassa de microalgas possui aproximadamente
um tamanho de 10 a 100 um com a porosidade em torno de 1 um. O biocarvao pode ser
produzido através do processo de pirdlise ou pelo processo de combustdo. No processo
de pirdlise para a obtencdo de carvao ativado, o que determina o sucesso da técnica € o
tempo e a temperatura empregada (MALIUTINA et al., 2018). A pirolise ocorre na
auséncia de oxigénio entre 350 a 700 °C. Uma das aplicagdes do carvado ativado € na
utilizacdo deste material como biofertilizante ¢ como um sequestrante de didoxido de

carbono da atmosfera (RIZWAN et al., 2018; EL-NAGGAR et al., 2019). Quando a
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pirdlise ocorre de forma rapida, hd uma producao de biocarvao, porém com a geragao de
subprodutos, como bio-6leo, enquanto a pir6lise que ocupa um tempo maior, acaba tendo
um maior rendimento apenas do biocarvdo (YU et al., 2017). No processo de
carbonizagdo, que ¢ um processo quimico da combustdo, a biomassa de microalga passa
por um processo de degradacdo térmica, que ocorre em temperaturas moderadas, levando
assim maior tempo para que o processo esteja completo (RODRIGUES; BRAGHINI
JUNIOR, 2019).

2.2.4.6 Biogas
O biogds ¢ um dos produtos da decomposicdo da matéria organica. Para a

producdo de biogds pode ser utilizado como matéria-prima o carvao, residuos
agroindustriais, biomassa microalgal, coque de petréleo, entre outros (TORO et al.,
2018). Dentre os processos para obtencao de biogas pode-se citar a gaseificagdo e a
digestao anaerdbica. A obtencao de biogas por meio do processo de gaseificacdo envolve
diversas etapas, como a alimentacdo do sistema de gaseificagdo com a biomassa de
microalgas, com o aumento da temperatura at¢ 1200 °C. Conforme a temperatura deste
processo vai aumentando, a 4gua vai evaporando, ocorrendo assim a oxidagao parcial da
biomassa, produzindo por fim o biogas, que neste processo também pode ser chamado de
gas de sintese (PATINVOH et al., 2016). O biogas obtido por meio da digestao anaerdbica
pode ser produzido com diferentes substratos, como por exemplo matéria organica e
biomassa. Para que ocorra o processo de obten¢ao do biogas, reagdes quimicas ocorrem
em diferentes estagios, como por exemplo, a hidrolise, acidificacao, produ¢do de acetato
e producao de metano. Deste processo quimico, o biogas formado ¢ composto por metano
e didxido de carbono (TORO et al., 2018). Porém pode ser encontrado demais tracos de
gases diferentes, como sulfeto de hidrogénio, amonia, hidrogénio, monoxido de carbono,

entre outros.

2.3 CONDICOES DE CULTIVO
2.3.1 Metabolismo microalgal
Cada condicao de cultivo fornece diferentes fontes de nutrientes e fontes de
energia, resultando na varia¢do do conteudo de carboidratos, lipidios, proteinas e da
produtividade de biomassa. As microalgas apresentam diferentes formas de metabolismo
energético, o metabolismo fotoautotrofico: utilizando a luz para produzir energia quimica

através do processo de fotossintese, por exemplo, a luz solar, como fonte de energia, e o
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carbono inorganico, por exemplo, o CO2; o heterotrofico: quando a energia e o carbono
sdo obtidos de fonte organica externa, em geral pela oxidagdo de agucares; o mixotréfico:
quando a fotossintese e a oxidagdo de compostos organicos ocorrem concomitantemente
e o fotoheterotrofico: quando a fonte de energia ¢ a luz e a fonte de carbono sdo
compostos organicos. Escolher qual a melhor condi¢do para producdo dependera do
objetivo do cultivo, bem como as caracteristicas da microalga, afim de se alcangar maior
teor do composto pretendido, a custa de menor produtividade de biomassa.

Tradicionalmente, o cultivo de microalgas tem explorado o seu metabolismo
fotoautotréfico, no entanto estudos tém apontado vantagens da producao de biomassa por
outras vias metabolicas. O conhecimento do metabolismo de cada espécie € relevante para
otimizar a producao de compostos em grande escala, uma vez que estas vias metabdlicas
influenciam as carateristicas de crescimento, assim como os produtos a serem extraidos
e consequentemente suas aplicagoes energéticas (AMARO et al., 2011; LIANG, 2013;
ANDRULEVICIUTE et al., 2014).

Microalgas em cultivo heterotréfico, ndo realizam fotossintese, assim nao
necessitam de luz, apenas de uma fonte organica externa para obtencdo de energia e
carbono. No entanto, as microalgas fotoautotroficas também sdo capazes de oxidar
compostos organicos, originados do processo interno de fotossintese para obter energia,
enquanto nas heterotroficas, o carbono organico ¢ captado do meio externo (PEREZ-
GARCIA et al, 2011).

Com rendimentos significativamente superiores aos do cultivo fotoautotrofico,
o cultivo heterotréfico evita problemas associados a limitacao de luz, utilizando o carbono
organico tanto como fonte de energia quanto como fonte de carbono para a producao de
biomassa (HUANG et al., 2010; LIANG, 2013). No entanto, ¢ necessario que uma fonte
de carbono seja adicionada ao meio. As fontes de carbono que mais tém sido utilizadas
sdo: a glicose, o glicerol e o acetato, aplicadas nos cultivos heterotréfico e mixotréfico
(FENG et al., 2011; ZHENG et al., 2012; ANDRULEVICIUTE et al., 2014).

A entrada de carbono organico na célula, ¢ umas das carateristicas mais
determinantes para o metabolismo heterotrofico (AZMA et al., 2011). O uso de uma fonte
de carbono orgénico possibilita a redu¢ao do custo do cultivo de microalgas, reutilizando
excesso de nutrientes encontrados em ou dguas residuais industriais ou domésticas, além
do aspecto ambiental. Assim, alguns pesquisadores tém combinado o cultivo de
microalgas com o tratamento de dguas residuais, com excelente produgdo de lipidios e

biomassa, como também a assimilacdo de alguns elementos. Utilizando as microalgas em
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aguas residuais de destilaria de alcool, Solovchenko et al. (2014) observaram um declinio
de nitrato (95%), fosfato (77%) e sulfato (35%), além do aumento na composi¢do de
clorofila e acidos graxos da biomassa das microalgas. Higgins et al. (2016) estudaram a
co-cultura de microalgas com Auxenochlorella protothecoides e Escherichia coli em
condi¢des mixotroficas, o que levou ao aumento de 2-6 vezes no crescimento das
microalgas, a duplicagdo do teor de lipidios, além de elevadas taxas de remocao de
nutrientes; indicando o potencial de sua utilizagdo no tratamento de aguas residuais e de
melhorar a produ¢do de biocombustiveis a partir de microalgas.

A concentragdo e a fonte de carbono utilizada no meio de cultivo influenciam a
composi¢ao bioquimica da biomassa microalgal, Liang (2009) observaram em Chlorella
vulgaris cultivada em meio com 1% de glicose: 44% de carboidratos, 21% lipidios, 32%
proteinas e 3% cinzas; com 1% de acetato: 23% de carboidratos, 31% de lipidios, 42% de
proteinas e 4% de cinzas; com 1% glicerol: 29% de carboidratos, 22% de lipidios, 45%
de proteinas e 4% de cinzas; e com 2% de glicerol: 34% de carboidratos, 32% de lipidios,
30% de proteinas e 3% de cinzas. Assim a escolha da fonte de carbono para o meio de
cultivo heterotréfico deve ser de acordo com o composto que se deseja obter.

Cultivando Chlorella vulgaris em meio heterotrofico e fotoautotrofico, Barros
et al. (2019) observaram velocidades especificas maximas de crescimento de 1,24 e 1,28
d ~. Os autores sugeriram uma solu¢io para melhorar a expansdo de microalgas,
combinando dois modos de cultivo em uma produgao eficiente em duas etapas, baseando-
se no crescimento heterotrofico para obter alta concentragao de indculos para reatores que
operam sob fotoautotrofia. Assim, os autores supracitados avaliaram inoculos de C.
vulgaris cultivados heterotroficamente e fotoautotroficamente, e os utilizaram para
semear flat panel (FP) de 1 m?, operados sob condi¢des fotoautotréficas. Os indculos
cultivados heterotroficamente levaram a uma diminuicao de 100 vezes no volume
necessario para iniciar um FP, em comparac¢ao com os indculos obtidos usando condigdes
fotoautotréficas, sem qualquer atraso causado pela mudanca metabdlica para as novas
condic¢des troficas.

Para Chlorella sorokiniana o melhor desempenho de crescimento foi obtido sob
condi¢des mixotroficas quando comparadas com as condi¢cdes fotoautotroficas e
heterotroficas a fonte de carbono foi a glicose com 4 g L', apresentando uma taxa de
crescimento especifica (3,40 d') e peso seco de biomassa (3,55 g L) na cultura
mixotrofica 1,8 e 2,4 vezes mais do que na cultura heterotrofica e 5,4 e 5,2 vezes mais

sob a cultura fotoautotréfica. Quanto ao contetdo lipidico, em cultivo mixotréfico houve
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um aumento substancial, alcangcando um teor lipidico de 45% em comparacdo com apenas
13% na cultura heterotrofica (LI et al., 2016).

Analisando o efeito da temperatura e da concentragdo de nitrogénio na
produtividade lipidica em trés diferentes microalgas; e estudando as respostas
morfoldgicas, de crescimento, da composi¢cdo bioquimica e fotossintética da microalga
Chlorella vulgaris, Ordog et al. (2016) e Li et al. (2016), respectivamente, concluiram
que para maximizar a producao de lipidios nas microalgas ¢ essencial regular a oferta de
nitrogénio, e ter conhecimento de que cada espécie responde de forma diferente aos
suprimentos que recebe.

A comparagdo da produtividade dos diferentes sistemas de cultivo de microalgas,
nem sempre € facil, pois existe grande varia¢dao nas metodologias utilizadas para obtencao
dos dados, bem como nas condigdes de cultivo. Observou-se que a adi¢ao de nutrientes
no cultivo de microalgas, resulta em maior custo, as dguas residuais sao uma opgao para
tornar o cultivo mais econdmico e sustentavel, no entanto apenas algumas espécies
sobrevivem nestas condi¢des de cultivo. Cultivos heterotroficos e fotoautotroficos sao os
mais utilizados, de forma que o cultivo heterotrofico produz microalgas com lipidios mais
elevados contetdo, mas as microalgas sdo contaminadas facilmente, especialmente em
sistemas de cultivo aberto, enquanto o cultivo fotoautotréfico € ecologico, mas o contetido

lipidico produzido ¢ baixo (CHEW et al., 2018).

2.3.2 Sistemas de cultivo microalgal

Viérios sistemas sao utilizados para a producao de microalgas, desde tanques
abertos até biorreatores controlados. Cada sistema tem suas vantagens ¢ desvantagens,
com volumes diferentes de cultivo e caracteristicas proprias. O controle da produgdo pode
ser uma vantagem visto a otimizagdo da produgdo, porém, a elevacdo de custos
energéticos e operacionais acaba sendo menos atrativo, cabendo assim a escolha de cada
sistema baseada nas necessidades intrinsecas de cada microrganismo utilizado, as
condi¢des climaticas da regido e os custos que foram despendidos no sistema
(BRENNAN; OWENDE, 2010).

Os sistemas fechados, conhecidos como fotobiorreatores, possuem como
caracteristica o ndo contato direto com o ar atmosférico, o que permite o controle de
diversas condi¢des de cultivo, como temperatura, luminosidade, pH, quantidade de

nutrientes ¢ densidade celular, reduzindo assim o risco de contaminagdes (BITOG et al.,
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2011). Geralmente este sistema ¢ empregado para obtencao de produtos com maior valor
agregado, como farmacéuticos e suplementacdo alimentar.

Os fotobiorreatores possuem diferentes configuragdes e entre elas pode-se citar:
painel plano, tubular e/ou espiral. O fotobiorreator de painel plano constitui-se de duas
placas de vidros transparentes dispostas de forma a retangular conectadas em cascata,
podendo ser dispostas verticalmente e de forma inclinada (BITOG et al., 2011).
Apresentando uma maior superficie de contato, o que permite uma maior luminosidade
do cultivo, porém possui como uma desvantagem a possibilidade de formacao de biofilme
na superficie interna das placas de vidro (CHEW et al., 2018).

Estudando o cultivo da microalga Geitlerinema sp. em fotobiorreatores do tipo
painel plano de 100 L em condi¢des de cultivo ndo assépticas, Romero-Villegas et al.
(2018) observaram que as microalgas alcangaram um resultado de 47,7 g m™ de biomassa
seca, além da remoc¢dao de 82%, 85% e 100% de carbono, nitrogénio e fosforo,
respectivamente, e identificaram na biomassa microalgal alta concentracdo de
carboidratos, seguido de proteinas e lipidios.

J& os fotobiorreatores tubulares sao uma série de tubos transparentes conectados
entre si, que podem estar dispostos de forma inclinada, horizontal ou vertical, sendo
divido em colunas de bolhas e airlift, (DEMIREL et al., 2015). Na configuragao do
biorreator airlift ocorre introdug¢dao de CO», que por meio de uma agitacao fisica, hd o
borbulhamento dentro do reator, realizando um transporte para a superficie do biorreator,
quando chega na superficie o gas se desprende e volta para o fluxo do sistema (SINGH;
SHARMA, 2012). Cylindrotheca closterium apresentou em biorreator airlift a
produtividade 0,356 g L' de biomassa e 7,364 mg L de lipidios de em meio F/2
(DEMIRLEL et al., 2015).

Nas colunas de bolhas a movimentag¢ao das bolhas ¢ de forma aleatéria, muitas
vezes por meios mecanicos, enquanto o airlift possui um fluxo de bolhas ciclicas,
geralmente o biorreator de coluna de bolhas possui o dobro de altura do didmetro do
cilindro, a luz ¢ fornecida externamente e a movimentagdo das bolhas faz com haja uma
maior mobilidade celular, aprimorando assim a fotossintese (CHEW et al., 2018).

Sob condi¢des naturais € realizado o cultivo de microalgas em sistemas abertos,
com pouco ou até nenhum controle de condi¢des de cultivo. Os tanques de cultivo sdo
abertos, estando assim em contato com o ar atmosférico, porém apresentam um maior

risco de contaminagdo externa. Geralmente os tanques utilizados sdo rasos, para que todo
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o cultivo tenha maior efici€ncia na utiliza¢ao da luminosidade (BRENNAN; OWENDE,
2010).

Os sistemas abertos de producdo de microalgas, geralmente do tipo raceways,
foram desenvolvidos visando uma maior producdo de biomassa microalgal com menor
custo operacional. Porém, quando este cultivo estd sendo realizado em ambientes
externos, um fator que pode prejudicar a produgdo microalgal, ocasionar contaminagao e
alterar a composicdo bioquimica das células microalgais ¢ a variagdo sazonal, de
temperatura e condi¢des de luminosidade (KUMAR et al., 2015; CHEW et al., 2018). Os
sistemas abertos geralmente sdo aplicados para produg¢do de biomassa microalgal com
menor valor agregado, podendo ser aplicado na alimentacdo de organismos aquaticos,
producao de biocombustiveis (HE et al., 2016), entre outros.

Realizando um cultivo em dois estagios da microalga Chlorella vulgaris
Adesanya et al. (2014) combinaram fotobiorreatores tubulares do tipo airl/ift em um
primeiro estagio e raceways em um segundo estagio. Neste estudo, os autores avaliaram
o impacto ambiental do biodiesel produzido por meio das microalgas e de combustiveis
fosseis. Assim, foi observado uma redugdo no potencial de aquecimento global de 76% e
reducdo nos requisitos de energia fossil de 75%. As microalgas Chlorella sp. (5,15 gm’
2d'; 4,06 g m? d') e Monoraphidium dybowskii Y2 (5,35 g m? d'; 3,00 g m? d)
apresentaram uma producao lipidica diferente nos modos de alimentagdo semi-continuo
e no modo de batelada, revelando assim um maior rendimento lipidico no modo de
alimentacao semi-continuo em raceways ponds de 40.000 L (HE et al., 2016).

Apesar de econdmico e simples, o sistema aberto possui algumas desvantagens
para o crescimento das algas, como a perda de evaporacdo que resulta em baixo
rendimento produzido e contaminagdo no meio de cultura; enquanto que os
fotobiorreatores sdo predominantemente projetados para cultivar algas em condig¢des
ideais que eliminam a maioria dos problemas encontrados no cultivo em sistema aberto

(CHEW et al., 2018).

2.4 APLICACAO COMERCIAL DESTAS TECNOLOGIAS
Uma das caracteristicas mais marcantes e que atraem o interesse comercial em
relacdo ao estudo e comercializagdo das microalgas, ¢ sua capacidade de acumular
diferentes compostos que por sua vez podem ser matéria prima de diferentes coprodutos
de um processo produtivo (ZHAN et al., 2017). O conceito de biorrefinaria faz alusdo a

maximizagdo do processo produtivo de forma a converter a biomassa microalgal em
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diferentes materiais, ou seja, ¢ uma forma de extrair diferentes produtos e matérias primas
para diferentes aplicagdes, tendo como base neste caso a biomassa das microalgas (CHEN
et al., 2019).

Dessa forma, a produgdo de biocombustiveis pode estar associada a outros
processos, cujo objetivo € a geracdo de compostos de médio a alto valor agregado
(antioxidantes, cosméticos, suplementos, entre outros) (CHIA et al., 2018). Além disso,
¢ importante ressaltar que o mesmo deve ser integrado, seja fazendo o reuso da agua, ou
utilizando efluentes para o cultivo microalgal (DEPRA et al., 2018), o que ira reduzir os
custos de producgdo, quanto ao suprimento de nutrientes, tornando o processo mais
sustentavel.

Sendo assim, no contexto da produgdo de biocombustiveis, para o processo ser
economicamente vidvel as microalgas devem ser vistas como uma matéria prima versatil.
Tal estratégia ja vem sendo adotada por plantas pilotos e algumas companhias que ja
produzem biocombustivel a partir de microalgas, como por exemplo Sapphire Energy
Inc, Cellana Inc (CELLANA 2020; DICKINSON et al., 2017), que vem gerando como
produtos o biocombustivel, racao para aquicultura, e suplemento de 6mega 3 a partir do
cultivo de microalgas. A Cellana Inc, assim como a Sapphire Energy Inc, tem visado a
producao de biocombustiveis bem como a producdo de ragdo para a aquicultura e
suplemento de dmega 3. J4 a Algenol Biotech LLC, tem seu processo produtivo em
biorreatores fechados voltado para a producdo biocombustiveis, tais como etanol,
biodiesel, bem como suplementagao a base de microalgas e desenvolvimento de produtos
de cuidados pessoais (ALGENOL 2020). A Joule Unlimited Inc, Synthetic Genomics Inc
possuem o mesmo foco, voltado para a producao de biocombustivel, fazendo uso de

engenharia genética para a melhora das cepas (DICKINSON et al., 2017).

2.5 PERSPECTIVAS

Apesar dos problemas atualmente enfrentados na produgdo de microalgas,
nenhuma barreira ¢ definitiva ao futuro de producdo de biocombustiveis de microalgas,
uma vez que estdo sendo desenvolvidas inovacdes de engenharia significativas para
mitigar a demanda por recursos, além da analise de diversos métodos, que promovam o
aumento da producdo dos biocombustiveis a partir da biomassa microalgal. Sobre a
contribuicdo futura dos biocombustiveis, Kagan e Bradford (2009) foram bem otimistas
e estimaram que a matéria-prima de algas atingisse 37% (40 bilhdes de galdes) da

produgdo total de biocombustiveis no mundo até 2022, enquanto outros autores acreditam
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que esse valor possa ser de 6000 gal. / acre / ano produzidos por cultivo de microalgas e
que esse valor possa ser aumentado para até¢ 10.000 gal. / acre / ano se os fatores limitantes
existentes forem bem abordados (TABATABAEI et al., 2011; WALTZ et al., 2009).
Sabe-se que as microalgas s3o potencialmente uma forma sustentdvel de produzir
biocombustiveis, necessitando apenas da adequagdo metodologica das tecnologias de
produgdo para cada espécie, a fim de potencializar a geragdo do biocombustivel que
deseja obter.
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CAPITULO 3

CLARIFICACAO DA VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum
officinarum)

RESUMO: A disposi¢ao final da vinha¢a da produgdo sucroenergética tem gerado
grandes preocupagdes para adequagdo do setor na agenda da sustentabilidade. Com a
produgdo continua e crescente de alcool e acucar, a fertirrigagdo como alternativa final
para a vinhaca torna-se insuficiente. Neste contexto, o aproveitamento dos micros e
macronutrientes presentes na vinhaga para a suplementacao de meios de cultivo para o
crescimento de microalgas pode se tornar uma técnica vidvel economicamente e
ambientalmente. No entanto, a concentragdo utilizada de vinhaga nos estudos ainda ¢
muito baixa em decorréncia principalmente da sua cor e turbidez elevadas. Assim, o
objetivo deste trabalho ¢ determinar formas alternativas para clarificacdo da vinhaca
resultante da destilacao fracionada do caldo de cana-de-agucar. Para tal, foram utilizados
compostos comerciais: 1) tanfloc MT, 2) polimero Praestol Solenis 2530; compostos
quimicos 3) cloreto de ferro I1I (FeClz) 4) sulfato de aluminio (Al2(SO4)) 5) hidroxido de
calcio (Ca(OH)) e floculantes alternativos naturais 6) semente de Moringa oleifera; 7)
semente de Moringa oleifera+ carvao ativado e 8) carvao ativado. A vinhaga foi também
diluida em agua destilada nas concentragdes de 10%, 25%, 40% e 50% de vinhaga para
avaliacdo. Foi avaliada a reducdo de cor e turbidez da vinhaca, submetida aos processos
de clarificagdo. Como produto alternativo a semente de Moringa oleifera + filtro de vidro
foi eficiente na clarifica¢dao da vinhaga com maior percentual de reducao de cor e turbidez
obtido utilizando 30 g.L!' de semente, com 68, 92% e 78,78% de redugio,
respectivamente. Dessa forma, ndo ha razdo para se desperdigar a vinhaga, seja
descartando ou armazenando-a, ja que devidamente tratada, a sua utilizacdo como fonte
de nutrientes para o cultivo microalgal podera ser uma alternativa.

Palavras-chave: cor, turbidez, clarificantes, tanfloc MT, hidréxido de calcio, Moringa

oleifera.
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3.1 INTRODUCAO

A industria sucroenergética ¢ responsavel pela producdo do etanol e do agtcar,
por meio de matérias primas de origem celulésicas (cana-de-aglicar) e neste processo
acaba gerando residuos liquidos, sélidos e gasosos, além de subprodutos de valor
agregado para outras cadeias produtivas. Dentre os residuos gerados, a vinhaga apresenta
um volume relativamente elevado, considerando a taxa de geracdo de vinhaga
normalmente utilizada de 12 litros de vinhaga por litro de etanol produzido, estima-se,
para 2030, um volume de aproximadamente 540 bilhdes de litros de vinhaga por ano
(UNICA, 2019). Esse rejeito industrial acaba se tornando um grande desafio e
despendendo grandes esforgos do setor para o seu armazenamento e disposi¢ao final.

A vinhaga da cana-de-agtcar constitui em um caldo fermentado sem alcool e com
alguns solidos organicos em suspensdo, bem como minerais, agucar residual e alguns
compostos volateis (SYDNEY et al., 2019). Estes materiais organicos e inorganicos
presentes na vinhaga geralmente apresentam-se concentragdes acima da capacidade de
suporte de ambientes aquaticos e terrestres, exigindo muita cautela na sua correta
disposicao.

Este efluente apresenta baixo pH e alta demanda quimica e bioquimica de
oxigénio, ndo podendo ser descartado diretamente em ambientes aquaticos por ser
considerado um poluente (CORTEZ et al., 2014). O descarte inadequado e indiscriminado
da vinhaca de cana-de-actcar no solo e nos corpos d'agua tem recebido muita atengao ha
décadas, devido aos problemas ambientais associados a essa pratica (CHRISTOFOLETTI
et al., 2013).

A legislagao ambiental federal, bem como as resolu¢des do Conselho Nacional do
Meio Ambiente - CONAMA estabelecem normas para o descarte de efluentes industriais,
porém os residuos sao tratados de forma genérica. A maior parte das empresas idoneas e
regulamentadas segue, no &mbito nacional, a resolucdo n° 430 de 2011 do CONAMA, a
qual classifica os corpos de dgua traca, estabelece condi¢des para o langamento de
efluentes industriais e outras diretrizes ambientais (CONAMA, 2011).

Visando suprir as deficiéncias da Federagdo no regramento juridico referente a
destinacdo dos efluentes da industria sucroenergética, alguns estados propuseram seus
proprios regulamentos, sendo Sdo Paulo o ente federativo que construiu a maior € mais
complexo normativa sobre o tratamento e disposi¢ao da vinhaga (FERNANDES FILHO;
ARAUJO, 2016). A norma técnica P 4.231 da Companhia Ambiental do Estado de Sao

Paulo (CETESB) estabelece os critérios e procedimentos para o armazenamento,
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transporte e aplicagdo da vinhaga gerada pela atividade sucroenergética no processamento
de cana-de-agucar (CETESB, 2015). No entanto, quanto a penalidade para o descarte
inadequado, ha somente uma agdo corretiva da CETESB, aprovada pela decisdo N°
103/2007/C/E, de 22 de junho de 2007, aqueles que ndo cumprirem os procedimentos
para gerenciamento de areas contaminadas, que incluem a elaborac¢ao de planilhas para
avaliagdo de risco para as areas contaminadas sob investigagdo e um roteiro para
realizacdo de investigagdo detalhada , além da elaboragdo de plano de intervengdo em
postos e sistemas retalhistas de combustiveis, descritos no documento e regulamentado
pela da Lei 997/76 aprovada pelo Decreto 8468/76. Porém, o artigo 69-A da Lei n® 9.605,
de 12 de fevereiro de 1998 (Lei de Crimes Ambientais) estabelece que caso haja o uso da
informacao falsa, incompleta ou enganosa em relatorio, estudo ou laudo ambiental havera
puni¢ao penal.

Assim, afim de mitigar os impactos ambientais, a vinha¢a de cana-de-agucar tem
sido amplamente utilizada como fertilizante do solo na industria sucroenergética
brasileira, para reciclagem de potassio e dgua através da técnica de fertirrigagao (FUESS
et al., 2018). Essa técnica tem fornecido diversos beneficios agricolas, como melhores
condi¢des quimicas, fisicas e bioldgicas na fertilidade do solo; elevada produtividade da
cana; retencao da umidade no solo; aumento da mineralizacao do nitrogénio; entre outros
(SILVA et al., 2007). No entanto, a falta e manejo e controle adequado deste residuo no
solo pode acarretar impactos de grandes propor¢gdes no meio ambiente.

Os potenciais efeitos negativos da fertirrigagdo no solo, a longo prazo,
representam uma grande desvantagem em relacao a essa pratica, segundo Christofoletti
et al. (2013), a infiltragdo da vinhaga compromete a potabilidade das aguas subterraneas,
pois transfere altas concentracdes de amonia, magnésio, aluminio, ferro, manganés,
cloretos e matéria organica para o lencol freatico, além de que a quantidade de nutrientes
da vinhaca causa a proliferacdo de microrganismos que esgotam o oxigénio dissolvido na
dgua, matam animais aquaticos e plantas. E ainda, o custo para transporte e/ou
bombardeamento da vinhaga até as lavouras, que geralmente se apresentam em lugares
distantes da industria, acaba gerando custos elevados, dificultando o aproveitamento deste
residuo de forma integral e ocasionando riscos de contaminagdo por vazamento no meio
ambiente.

Com a produc¢do continua e crescente de alcool e agucar, somente a fertirrigagao
como alternativa final para a vinhaga torna-se insuficiente. Os micros e macronutrientes

presentes na vinhaca podem ser empregados com fonte de suplementagdo para o
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crescimento de outros organismos fotossintetizantes, como microalgas. Estudos
realizados em escala de bancada tém demonstrado elevada eficiéncia na producdo de
biomassa de microalgas com o emprego da vinhaca (CANDIDO; LOMBARDI, 2018;
MELO et al., 2018; QUINTERO-DALLOS et al., 2019; SANTANA et al., 2017; ENGIN
et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2016). No entanto, inimeros desafios abrem caminho
para o emprego eficiente da vinhaga impulsionar a producdo de microalgas.

Além de sua elevada carga organica e concentracao de nutrientes a vinhaga
apresenta uma coloracdo escura, sobretudo devido as moléculas denominadas
melanoidinas (CHANDRA et al., 2018). Por ser um residuo escuro, a vinhaca dificulta a
entrada de luz solar ou artificial no meio de cultivo inibindo a fotossintese das microalgas
e com isso 0 seu desenvolvimento. As melanoidinas sdo macromoléculas organicas
formadas pela reacao entre aminoacidos e agucares, por serem macromoléculas organicas
semelhantes a matéria organica natural, sdao passiveis de remocdo por
coagulacao/floculagao (LIANG et al., 2009; CHANDRA et al., 2008)

Tecnologias para a clarifica¢do da vinhaca, seja por meio de processos quimicos,
fisicos ou biologicos, sao necessarios, para a reducdo da turbidez e a cor. Foi observado
na literatura diversos sistemas mecanicos de filtracio com ado¢do de membranas
ultrafinas através de osmose reversa (GOMES et al., 2011; MOTA et al., 2015; SANTOS
et al.,2017), substancias que promovem a decantagdo de nutrientes e até processos
eletroliticos (ZAYAS et al., 2007; YODHOR et al., 2017), oxidativos (GUERREIRO et
al., 2016; RODRIGUES et al., 2017) e biologicos (RODRIGUES et al., 2017; MOTA et
al., 2015; SILES et al., 2011), baseados na decomposi¢ao de matéria organica. Apesar da
eficiéncia nos processos supracitados, o0 maior problema apresentado € o custo de tais
processos, o qual podera ser economicamente inviavel para o seu emprego em escala
industrial.

Assim este trabalho justifica-se pela necessidade de investigar meios alternativos
para a clarificagdao da vinhaga resultante da destilacao fracionada do caldo de cana-de-
acucar e, consequentemente, o seu emprego na produ¢ao de biomassa de microalgas. Tais
investigacdes possibilitardo minimizar o impacto ambiental resultante da atividade
sucroenergética, somado as possibilidades de lucros e continuidade da cadeia produtiva
na produgdo de biomassa de microalgas e subsequente aproveitamento para elaboragdo
de racdo animal, suplementa¢do humana, biofertilizantes, bem como para extracdo de

6leos e seus bioativos para uma infinidade de aplicagdes biotecnologicas.
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3.2. OBJETIVO GERAL
Determinar formas alternativas para clarificagdo da vinhaca resultante da

destilacdo fracionada do caldo de cana-de-agucar.

3.2.1. Objetivos Especificos
v' Comparar a eficiéncia da clarificagdo da vinhaga entre produtos alternativos,
comerciais e quimicos.
v’ Clarificar a vinhaga através de dosagens moderadas com produto alternativo aos
produtos comerciais e quimicos;
v' Determinar um protocolo adequado para a clarificagdo da vinhaga com um
clarificante alternativo.
3.3 MATERIAIS E METODOS
Para clarificar a vinhaca obtida de usinas da regido de Dourados-MS, foram
utilizados produtos comerciais, quimicos e alternativos conforme descrito na tabela 3.1,
seguindo a metodologia esquematizada na figura 3.1. Foi realizada também a dilui¢cao da

vinhaga em 10, 25, 40 e 50% de agua destilada.

Tabela 3. 1 Produtos utilizados no processo de clarificagao da vinhaga de cana-de-agucar.

PRODUTOS Praestol Solenis

COMERCIAS Tanfloc MT 2530 Souza et al., 2013

PRQDUTOS S;Lfri?nidcf cloreto de ferro }(llledrc(:fé?(? Liang et al., 2009; Santana

QuiMICOS (AL(SOL) 11 (FeCly) (Ca(OH)) etal, 2017

semente de
semente de carvao . .

PRODUTOS . Moringa . Zaid; Ghazali, 2019;

ALTERNATIVOS  Moringa oleifera*+ ativado Seixas ct al., 2016

oleifera* S
if carvao ativado

* a biomassa seca da semente triturada sem a casca (POZZOBON; KEMPKA, 2015),
obtida de uma comunidade extrativista.

3.3.1 Avaliacao
Foram avaliados através de espectrofotometro cor (455 nm) e turbidez (860 nm)

(APHA, 2017), o pH através de equipamento portatil, de cada um dos tratamentos,
realizados em ftriplicatas. O percentual de reducdo de cor e turbidez da vinhaga,
separadamente foi calculado através da equacgdo 3.1.

R% = [(CO — Ct).100]/CO

Equacdo 3. 1

onde C,: valor inicial de cor e turbidez (nm); Ci: valor final de cor e turbidez (nm).
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| VINHAGA BRUTA
PRODUTOS PRODUTOS PRODUTOS
COMERCIAIS QuiMicos ALTERNATIVOS
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0.5 1o 2004400 5.0
G 7.0e 8.0 gL

ferro T (FeCly)

{1020 g1

Figura 3. 1 Metodologia esquematizada do processo de clarificagdo com os produtos comerciais, quimicos e alternativos.
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3.3.2 Analise dos dados
A andlise de varidancia (ANOVA) foi aplicada a fim de verificar diferenca

significativa por tratamento (5% de probabilidade), seguido do teste de Tukey, no

programa de estatistica GENES versao DOS (Visual Basic 5.0).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As microalgas sdo organismos fotossintéticos, isto €, necessitam da energia
luminosa para converter o gas carbonico em energia quimica contida nas moléculas
biologicas. A radiacao fotossinteticamente ativa, Gtil para microalgas, esta localizada na
faixa de 400 a 700 nm da irradiancia da luz, correspondendo a 50% da radiagdo solar e
intensidade de 800 a 1000 W m? (ZHANG et al., 2015). Assim, foi determinado o
percentual de redugao minimo de 50% de cor e turbidez da vinhaga, para a clarificagao
ser considerada eficiente e adequada para sua utilizagdo como meio de cultivo no
desenvolvimento microalgal.

Dos produtos alternativos, comerciais e quimicos avaliados Moringa oleifera+
filtro de vidro, tanfloc MT, hidréxido de calcio, além da vinhaca sem adi¢ao de produtos
submetida a centrifugacdo, filtracdo em filtro de vidro e a vinhaca diluida em agua
destilada foram eficientes com mais de 50% de clarificacdo da vinhaga.

Como produto alternativo a semente de Moringa oleifera + filtro de vidro foi
eficiente na clarificacdo da vinhaga com maior percentual de redugdo de cor e turbidez
obtido utilizando 30 g.L! de semente, com 68, 92% e 78,78% de reducdo,
respectivamente (Figura 3.2 - A). A vinhaca sem adi¢do da semente, submetida ao
processo de filtragao em filtro de fibra de vidro também foi eficiente, com reducao de
52,80% para cor e 73,40% para turbidez, sendo o valor de turbidez significativamente
igual ao tratamento acrescido de 30 g L' de M. oleifera, porém significativamente
diferente para cor, com valores superiores ao processo sem a adigdo da semente.

Com Moringa oleifera + carvao ativado + filtro de vidro, obteve-se na
concentragdo de 5 g.L”! de M. oleifera a maior redugdo de cor, porém abaixo do minimo
esperado, com 46, 98% e 56,99% de reducdo para turbidez, que ndo diferiram
significativamente dos resultados da vinhaca submetida a filtracdo em fibra de vidro sem
a adicdo de M. oleifera (Figura 3.2 - B)

Ainda ndo existe protocolo para a utilizacdo de M. oleifera no tratamento de
vinhaga, mas sua aplicacdo no tratamento de 4gua ja ¢ conhecida (ZAID; GHAZALI,

2019). Mesmo com coloracdo marrom escura, alto teor de matéria organica, solidos
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suspensos, além de alta fracao mineral, a utilizagdo da semente de M. oleifera foi eficiente
para a reducdo de cor e turbidez, quando associada ao processo de filtragdo em fibra de
vidro, ja que o filtro de fibra de vidro possui alta capacidade de retengdo de particulas,

contribuindo para a clarificacdo da vinhaga.

A} M. aleifera + filiro de vidm m M. olefferatenrvio ativado + filtro de vidrm
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Figura 3. 2 Percentual de reducdo de cor e turbidez da vinhaca ap6s processo utilizando
A) Moringa oleifera+ filtro de vidro; B) Moringa oleifera+ carvao ativado+ filtro de
vidro; C) tanfloc MT; D) hidroxido de célcio; E) vinhaca diluida e F) vinhaga
diluida+NPK

*Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si, comparando os valores médios do percentual de redugéo de
cor e letras minusculas iguais ndo diferem entre si, comparando os valores de turbidez, entre as diferentes
concentragdes avaliadas, dentro de cada tratamento, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

No processo de clarificacdo da vinhaga com a semente de M. oleifera as particulas
soluveis se ligam ao agente ativo e juntam-se para formar grandes flocos, tornando o
processo eficiente (ZAID; GHAZALI, 2019). A semente de M. oleifera ¢ composta por
duas proteinas que atuam como um polieletrdlito cationico, as proteinas da semente sdo

pequenas e dificeis de desnaturar em solugdo (MOULIN et al, 2019). As duas proteinas
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isoladas do extrato bruto de M. oleifera sao MO2.1 o cuja sequéncia foi determinada por
Gassenschmidt et al., (1995) e MO-CBP3-1, que ¢ a unica proteina de semente de M.
oleifera com uma estrutura de cristal disponivel (ULLAH et al, 2015).

Sabe-se que o principal foco para a clarificagdo da vinhaca é aumentar o ciclo de
vida desse residuo, podendo ser utilizado em outros processos, reduzindo o seu descarte
e armazenamento inadequado. Apds o tratamento da vinhaca com a semente de M.
oleifera ainda havera a geracdo de residuo, porém este problema sera menor do que o
gerado originalmente pela vinhaga sem tratamento, ja que a semente de M. oleifera ndo é
toxica, € renovavel, produz menos lodo e € biodegradavel (TETTEH; RATHIAL 2019).

Dos compostos comerciais avaliados, tanfloc MT na concentragdo de 5 g.L!,
promoveu 94,53% e 87,42% de redugdo para cor e turbidez (Figura 3.2 - C). Ele foi
eficiente em decantar as impurezas da vinhaca, separando a mistura em duas fases uma
liquida, o sobrenadante e outra sélida, os flocos formados. O tanfloc MT € um tanino de
origem vegetal (Acdcia negra) que possui cor caracteristica escura, portanto o mesmo nao
permite que o liquido clarificado fique cristalino. Tanfloc ¢ uma linha de
coagulantes/floculantes desenvolvido pela empresa TANAC ainda na década de 80, sdao
polimeros orgéanicos de baixo peso molecular, atuando em sistemas de particulas
coloidais, neutralizando as cargas e formando pontes entre as particulas, formando assim
os flocos e consequente sedimentacao (TANAC, 2018).

Como composto quimico o hidroxido de calcio na concentragio de 5 gL,
promoveu a reducao da cor e turbidez da vinhaga de 99,81% e 48,50%, respectivamente
(Figura 3.2 - D). Em trabalho realizado por Santana et al. (2017), os autores obtiveram
resultados positivos na clarificacdo da vinhaca com hidroxido de célcio, porém em
concentragdes bem inferiores as do presente trabalho, com 3 g.L!, e posteriormente
utilizaram a vinhaga para cultivar duas cepas de microalgas, no entanto, foi necessario
ajustar o pH para 8 antes da inoculagdo das microalgas (SANTANA et al., 2015). Essa
diferenca na quantidade de produto utilizado se da possivelmente, pelas caracteristicas da
vinhaga, que pode variar dependendo das condi¢des de produgdo, necessitando assim do
aumento ou ndo da concentragdo de produto para a clarificagao.

A vinhaca diluida em agua destilada também foi avaliada, como esperado os
valores demonstraram maior percentual de redugdo para cor e turbidez na menor
concentragdo de vinhaga (10%) com reducao de 92,30% para cor e 94,55% para turbidez

(Figura 3.2 - E). Quando acrescida de NPK, ndo houve diferenca significativa para cor,
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jé a turbidez apresentou maior percentual de redu¢do também na menor concentracao de
vinhaca (10%) com 91,30% (Figura 3.2 - F).

A diluicao da vinhaga possibilitou excelente redugao de cor e turbidez, porém com
a utilizacao de baixissimas concentragdes de vinhaca (10%). O que torna o processo, de
certa forma invidvel, pois espera-se utilizar a maior concentragao possivel desse residuo
no cultivo microalgal, a fim de mitigar o impacto ambiental do descarte e armazenamento
inadequado da vinhaga, aumentando o seu ciclo de vida de forma sustentavel. Ja a adigo
do NPK a vinhaga ndo promoveu aumento em sua cor e turbidez, acredita-se que a soma
de vinhaca e NPK promovam maior desenvolvimento microalgal, uma vez que o NPK ja
¢ utilizado como nutriente para o crescimento das microalgas em substituicdo aos meios
comerciais (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA 2003).

Os produtos quimicos sulfato de aluminio, cloreto de ferro III, o produto
comercial Praestol Solenis 2530, e os alternativos o carvao ativado, M. oleifera + papel
filtro e M. oleifera + carvao ativado + papel filtro, ndo foram eficientes para a clarificagao
da vinhaca (Figura 3.3).

Os resultados negativos obtidos, com a utilizagdo do cloreto de ferro III e do
sulfato de aluminio na clarifica¢dao da vinhaga, podem ser devido a diversos fatores, entre
eles o pH, sendo necessarios mais estudos que avaliem a viabilidade destes produtos como
clarificantes da vinhacga. A coagulag¢do da vinhaga com cloreto de ferro I1I ¢ um processo
altamente dependente do pH, com melhor eficiéncia de remocao alcancada em niveis
baixos de pH, a intensidade de mistura rapida, ao invés de tempo de mistura répida, tem
maior influéncia nas caracteristicas dos flocos formados, ja& que a diminuicdo da
intensidade de mistura resulta no aumento da taxa de floculacdo, com mais acimulo de
flocos flutuantes (LIANG et al., 2009).

Entretanto, o intuito € encontrar um produto que ndo seja tdo residual e toxico
como ¢ o cloreto de ferro III e o sulfato de aluminio, limitando a posterior utilizagdao da
biomassa microalgal, porém, ainda assim estes produtos foram avaliados, pois esperava-
se resultados eficientes que serviriam de comparagdo com os produtos alternativos.

Polimeros tém sido utilizados como coagulantes primarios ou como auxiliares de
coagulacdo no tratamento de efluentes, promovendo aumento na taxa de sedimentagao,
reducdo da producdo de lodo e melhorias do seu desaguamento, da qualidade final da
agua e reducdo de custos (TETTEH; RATHIAL, 2019). O polimero Praestol Solenis 2530

¢ um acrilato de s6dio acrilamida copolimero, entretanto, para a o tratamento da vinhaca,
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esse polimero, ndo demonstrou eficicia, com um baixo percentual de reducdo de cor e
turbidez mesmo utilizando-se altas concentragoes.
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Figura 3. 3 Percentual de reducdo de cor e turbidez da vinhaca ap6s processo utilizando
A) sulfato de aluminio; B) cloreto de ferro III; C) Praestol Solenis 2530; D) carvao
ativado; E) Moringa oleifera + papel filtro e F) Moringa oleifera + carvao ativado + papel
filtro.

*Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si, comparando os valores médios do percentual de reducdo de
cor e letras mintsculas iguais ndo diferem entre si, comparando os valores de turbidez, entre as diferentes
concentragdes avaliadas, dentro de cada tratamento, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

O carvao ativado tem sido reconhecido como um dos adsorventes mais antigos e
amplamente utilizado para o tratamento de dgua potavel e dguas residuais para remover
poluentes organicos e inorganicos (BHATNAGAR et al., 2013). Porém, a utilizacdo do
carvao ativado juntamente com a M. oleifera, nao potencializou a a¢do da semente, como

esperado. Assim como também a sua utilizacdo de forma isolada, ndo apresentou
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resultado positivo para a clarificagdo da vinhaga. Enquanto que Seixas et al., (2016)
utilizaram o bagaco da cana-de-agticar para produzir o carvao ativado e o utilizaram no
tratamento da vinhacga, obtendo remog¢des de cor, turbidez ¢ DQO de aproximadamente
76%, 85% e 69%, respectivamente, fazendo uso do bagago de cana carbonizado a 800 °
C (1° estagio) e 600 ° C (2° estagio), em dosagens de 25 g de carvao por litro de vinhaga.
Os autores supracitados constataram que a agdo do carviao ativado depende
principalmente da quimica da superficie e da estrutura dos poros dos carbonos porosos,
além da intera¢do com a amostra a ser tratada.

Quanto ao aspecto visual da vinhaga, € possivel observar as diferencas quanto a
coloragdo original da vinhaca, sem os tratamentos de clarificacdo e apds os testes

realizados com cada produto e concentracao avaliados (Figura 3.4)
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De forma geral, os produtos que promoveram percentuais de reducdo de cor e

turbidez acima de 50% na vinhaca, ndo alteraram o seu pH, com excecao apenas para o

hidroéxido de calcio, o qual chegou ao valor de 10,39 na concentragio de 5 g.L! (Figura

3.4)
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Dessa forma, ndo ha razdo para se desperdicar a vinhaga, seja descartando ou
armazenando-a, ja que devidamente tratada, a sua utilizagdo como fonte de nutrientes
para o cultivo microalgal ¢ uma alternativa. Assim, o mesmo efluente que apresenta risco
poluidor tem enorme potencial para a geracao de renda e riqueza, desde que corretamente
aproveitado. Portanto, com base nos resultados, é possivel aumentar o ciclo de vida da
vinhaca ap6s a sua clarificagdo com um produto alternativo: a semente de Moringa

oleifera.
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CAPITULO 4

CULTIVO DE Chlorella sorokiniana EM VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR
(Saccharum officinarum) CLARIFICADA

RESUMO: As aplicagdes das microalgas vém sendo cada vez mais exploradas, com
interesses intrinsecos na suplementagdo humana e animal, produ¢do de biocombustiveis,
em seus bioativos para industria nutracéutica e cosmecéutica. Entretanto, a redu¢dao no
custo de producdo de biomassa de microalgas em ambientes controlados ainda ¢ um
desafio. Assim, o objetivo para este trabalho ¢ avaliar o desenvolvimento de Chlorella
sorokiniana em meio alternativo a base de vinhaga de cana-de-acucar (Saccharum
officinarum) clarificada. A clarificacdo da vinhaga ¢ um processo importante, pois
permite reduzir a cor e turbidez que sdo fatores limitantes para a fotossintese das
microalgas. Para tal, C. sorokiniana foi cultivada durante 35 dias em ambiente controlado
no meio contendo vinhaca submetida a diferentes processos de clarificagdo, além da
vinhaga bruta diluida em agua destilada e um controle. Os valores 6timos de densidade
foram verificados para microalgas cultivadas em vinhaca diluida e suplementada com
fertilizante NPK. Apesar da vinhaga clarificada ter sido eficiente em estudos na literatura,
no presente trabalho se mostrou um fator de inibi¢do para o crescimento de C.
sorokiniana, esses resultados sugerem novos estudos para a compreensao dos processos
quimicos pos clarificagdo necessarios para o crescimento 6timo da microalga.

Palavras-chave: residuo agroindustrial, clarificacdo, microalgas, cinética.
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4.1 INTRODUCAO

A maioria das microalgas tem alta produtividade de biomassa e alta taxa de
fixagdo de didxido de carbono (CO3), elas liberam oxigénio como subproduto da
fotossintese, dessa forma sdo importantes em qualquer cadeia alimentar (KUMAR;
SHARMA, 2014). Estima-se que 50 a 80% do oxigénio presente na Terra seja produzido
por elas, qualquer corpo de agua contém algas planctonicas em seus primeiros metros de
profundidade (PULZ; GROSS, 2004; TORTORA et al., 2005).

Estes organismos sao utilizados para os mais diversos fins, pois possuem grande
potencial biotecnologico nos mais diversos campos (DERNER et al., 2006). A utilizagao
de microalgas em processos biotecnoldgicos possui inimeras vantagens: alta taxa de
duplicagdo celular com elevada produtividade e absor¢ao de CO», resisténcia a alteragdes
do meio com capacidade de crescimento em aguas salinas, salobras ou contaminadas por
diversos residuos, capacidade de produzir diversas biomoléculas, como proteinas e
carboidratos, que na forma de amido, glicose, agticares e outros polissacarideos, de alta
digestibilidade sdo altamente visadas na industria alimentar (CHISTI, 2008; WALTZ,
2009; XU et al., 2011; CAZZANIGA et al., 2014).

As aplicacdes das microalgas vém sendo cada vez mais exploradas, dessa forma,
outros produtos celulares também sdao de interesse para a bioenergia ou produtos de
elevado valor comercial constituindo, uma alternativa para producao de biodiesel e outras
formas de biocombustiveis, como o metano e biohidrogénio (SPOLAORE et al, 2006;
CHISTI, 2008), além de aplicagdes na industria farmacéutica.

Assim, o estudo do cultivo de microalgas ¢ importante para aumentar o
conhecimento sobre a sua biologia, favorecendo posterior produgdo em ambientes
controlados. Entretanto, o grande desafio no cultivo de microalgas ¢ realiza-lo de forma
economicamente viavel, pois os meios de enriquecimento do cultivo sdo essenciais para
o desenvolvimento das microalgas. No entanto, cabe ressaltar que os custos com a fonte
de nutrientes consistem no segundo maior custo de producio (ANDRADE; COSTA,
2008), isso porque comumente utilizam-se meios sintéticos comerciais de elevado custo.
A glicose, o glicerol e o acetato de sddio sdo as principais fontes de carbono aplicadas
nos cultivos heterotroficos e mixotroficos (FENG et al., 2011; ANDRULEVICIUTE et
al., 2014).

Diante disso, novos meios de cultivo de menor custo tém sido avaliados,
mostrando o potencial de cultivo de diferentes microalgas utilizando a vinhaca da cana-

de-acucar, tanto em diferentes concentragdes quanto bruta e tratada, como fonte de
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nutrientes, resultando em alta produ¢do de biomassa microalgal, como para Chlorella
vulgaris (CANDIDO; LOMBARDI, 2018; MELO et al., 2018; QUINTERO-DALLOS et
al., 2019), Micractinium sp. e Chlamydomonas bioconvexa (SANTANA et al., 2017,
ENGIN et al., 2018) e Spirulina maxima (DOS SANTOS et al., 2016).

O género Chlorella engloba microalgas verdes, que sdo utilizadas para a
suplementag¢do na alimenta¢do humana e animal (SATHASIVAM et al.,2017). A espécie
Chlorella sorokiniana é uma microalga de tamanho pequeno (4,5 um), apresenta um
crescimento rapido, alta produ¢do de biomassa, possui vantagem competitiva e pode ser
cultivada em ambientes mixotroficos, ideal para cultivo em aguas residuais (LIZZUL et
al., 2014). Dessa forma, iremos avaliar o desenvolvimento de Chlorella sorokiniana em

meio alternativo a base de vinhaga de cana-de-agucar (Saccharum officinarum).

4.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a cinética de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana na fragao

clarificada da vinhaga, um efluente da industria sucroenergética.

4.2.1 Objetivos Especificos
v Quantificar os micros e macronutrientes de vinhaca de cana-de-agtcar;
v' Avaliar o desenvolvimento de Chlorella sorokiniana em vinhaga de cana-de-
agucar clarificada.
4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Digestao de amostras no micro-ondas para analises de micros e

macronutrientes da vinhac¢a de cana-de-agucar

Foi pesado aproximadamente 100 mg da amostra, colocadas no tubo digestor do
micro-ondas e adicionado 5 mL de acido nitrico e 3 mL de peroxido de hidrogénio. A
mistura foi repousada por um periodo de 15 min para reacdo da amostra/mistura acida.
Apbs esse periodo, os tubos foram tapados e conduzidos ao digestor de micro-ondas para

digestdo completa da amostra conforme paramentos abaixo:

Tabela 4. 1 Curva programada para digestdo das amostras.

T P Ramp. Time Power
1 170 35 5 5 60
2 190 35 2 10 80
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3 210 35 2 15 90
4 50 35 0 0 0
5 50 35 0 0 0

Apds a digestdo completa da amostra, a mistura acida foi transferida para baldo
volumétrico e completado o volume para 25 mL. As leituras foram feitas em
espectrometria de emissdo Optica com plasma (ICP-OES) usando curva padrao

multielementar. Todas as solugdes usadas nas digestdes foram de padrao analitico (PA).

4.3.2 Obtencao da biomassa microalgal

Foi utilizada cepa da microalga Chlorella sorokiniana (Trebouxiophyceae)
adquirida da Fundacao André Tosello (Ref. 211-32; CTT 7727; IBVF 211-32, University
of Seville- Spain), que apos recebida foi cultivada in vitro no Laboratorio de
Bioengenharia da UFGD. Para tal, utilizou-se meio definido (SUEOKA et al., 1967) em
galdes de polipropileno, com aeragao constante, temperatura ambiente e fotoperiodo
controlado (12 h luz / 12 h escuro), a colheita microalgal foi realizada durante a fase

estacionaria. A biomassa foi separada por eletrofloculagdo e depois liofilizada.

4.3.3 Cultivo de Chlorella sorokiniana em vinhaca de cana-de-a¢icar

A microalga foi inoculada na densidade de 290,75 (x103céls. m.L™") em Erlemeyer
com volume util de 250 ml mantidos em estufa incubadora com demanda bioquimica de
oxigénio (BOD), a temperatura (25° C) e fotoperiodo controlados (12 h luz / 12 h escuro)
e agitacdo constante de 200 rpm. A microalga foi cultivada em vinhaca de acordo com os

tratamentos descritos na Figura 4.1

4.3.4 Avaliaciao e Analise dos dados
O cultivo foi monitorado diariamente e a cada sete dias foram retiradas as
amostras para aferir a densidade celular utilizando contagem em camara de Neubauer.
Foram também monitorados semanalmente os valores de pH.
A andlise de varidncia (ANOVA) foi aplicada a fim de verificar diferenca
significativa por tratamento e entre os tratamentos (5% de probabilidade), seguido do

teste de Tukey, no programa de estatistica GENES versao DOS (Visual Basic 5.0).
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CULTIVO DE Chiarella sarokiniana

VINHACA CLARIFICADA® VINHACA BRUTA + AGUA DESTILADA CONTROLE
VI 5 gLt de hidrovado de calew Vi) 10% de vinhaga W4} digun destilada ¢ 1% NPK **
V2130 g Lt de Moringa olvifera V71 25% de vinhaca
Vi 5 L de tantloc M1 VA de vinhsga
V4) cenirifugada (1 792g 10mm) V0) 507 de vinhoga
V3] filtracio em filtro de fibra de vidro V103 10% de vinhoca+ 1% NPK**
(0. 5m) VI 25% de vinhago—1% NPK **

W 12) 40% de vinhaga+ 1% NPK **
W13} 50% de vinhaga=1% NPK **

DURANTE 35 DIAS

* Metwdologio de clanbcagio descrts no capitulo 3
*® %% de NPK da solugio estogque de preparada de acorde com Sipaiba-Tavares ¢ Rocha (2003)

Figura 4. 1 Delineamento determinando os tratamentos/ meios de cultivo para a
microalga Chlorella sorokiniana em vinhaga.
4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A vinhaga apresenta uma gama de micro e macronutrientes, com valores
consideraveis de Ferro, Manganés e Zinco, comparaveis aos meios comerciais
comumente utilizados para o cultivo microalgal. J& o NPK (20:5:20) apresenta somente
macronutrientes, estes em concentragdo mais elevada do que na vinhaca, porém, inferior
aos meios comerciais (Tabela 4.2).

A associacao de vinhaca e NPK aumenta a gama de nutrientes do meio de cultivo
para as microalgas. Ja que o acréscimo do NPK ao meio possibilita maior inser¢ao de
nitrogénio, um nutriente essencial para a produgdo microalgal (SIPAUBA-TAVARES et
al., 2015). O nitrogénio ¢ um elemento importante no metabolismo microalgal, sendo
necessario em maior quantidade depois do carbono, cerca de 12 %; esse nutriente
participa da composi¢ao molecular de proteinas e enzimas, das quais dependem as reagdes
quimicas celulares, e dos 4acidos nucléicos, que compdem o DNA, além disso, o nitrogénio
compde muitas moléculas organicas (aminoacidos, peptideos) e inorganicas (NH3, NOs.,
N2) (WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

A microalga Chlorella sorokiniana apresentou maior densidade microalgal no
meio contendo vinhaga a 25% (281,44+2,53 x10° céls. mL') e 40%, ambas
suplementadas com fertilizante agricola NPK (275,15+0,20 x10° céls. mL"), diferindo
significativamente dos demais meios de cultivo, de forma que C. sorokiniana cultivada
em vinhaga clarificada esteve abaixo de 53 x10° céls. mL™, ou seja, cinco vezes menor

que os melhores resultados (Tabela 4.3).



85

Tabela 4. 2 Composicao e quantificacdo dos micro e macronutrientes da vinhaca, NPK e
os meios comerciais CHU12, BBM e Sueoka (mg L™).

Componente (. 2ca NPK CHU1» BBM Sueoka
(mg L)
Zinco (Zn) 1,60 - 8,82 (ZnSOs,7TH:0) 4,40 (ZnSO4,7H;0)
Chumbo (Pb) 0,45 - - -
Cadmio (Cd) 0,05 - - -
Niquel (Ni) 0,20 - - -
Ferro (Fe) 42,50 1,0 (FeCls) 4,98 (FeSO4,7H,0) 1,00 (FeSO4,7H;0)
Ma(‘;ﬁ;les 5,50 1,15 (MnClo,4H0) 1,44 (MnClo,4H:0) 1,02 (MnCl2,4H:0)
Cobre (Cu) 0,95 - 1,57 (CuSO4,5H,0) 0,32 (CuSO4,5H;0)
Cromo (Cr) 0,07 - - -
Cobalto (Co) 0,22 - 0,49 (Co(NOs), 0,32 (CoCl,6H,0)
Aluminio
Al 43,80 - - -
Calcio (Ca) 1,13 20 (Ca(NOs),) 25 (CaCL2H,0) 0,133 (CaCL,2H,0)
Magnésio 0,25
234 25 (M H M H 2
(Mg) 3 5 (MgS04,7H,0) 75 (MgS04,7H,0) (MSO,7H,0),
. 250 (NaNOs)
Sédio (Na) 25,30 20 (Na,COs3) 25(NaCl) -

. 75 (KHPOs) 5,3 (K2HPO,)
Potassio (K) 2,45 14 6 (K.HPOy) 175 (KH,PO5) 8.3 (KH.PO,)
Molibdénio

(Mo) <DL - - -

Boro (B) 27,3 2,5 (H;BO3) 11,42 (H;BO3) 2,28 (H;BO3)
Nitrogénio 0,49 (Co(NOs)2)
o 0,06 14 20 (Ca(NO3),) 750 (NaNO.) 9,35 (NH4CI)
Fosforo(P) 0,06 3,5 6 (K;HPOy) 75 (K;HPOq) ]

175 (KH,PO,)

Silica (Si) - 25 (NaSiOs) - -
Enxoftre (S) - - 0,1 (ml) (H2SO4) -
EDTA - 2 (Na; EDTA) 10 (Na; EDTA) 50,80 (Na; EDTA)

Legenda: <DL= Abaixo do limite de deteccdo. Fonte: BBM (BOLD 1949, BISCHOFT; BOLD 1963);
CHU\; (CHU, 1942), Sucoka (SUEOKA et al., 1967).

Os resultados apresentados indicaram que nos meios de cultivo preparados com
vinhaga clarificada houve uma inibi¢ao de crescimento de até cinco vezes em comparagao
com os meios preparados com vinhaga diluida até 40%. Os produtos quimicos utilizados
para clarificagdo podem ter deixado residuos na vinhacga, interferindo em aspectos
fundamentais para manutencdo da microalga no meio, como tensdo superficial,
metabolismo, permeabilidade, trocas de nutrientes com o meio, entre outros.

Para corroborar as observagdes supracitadas seria importante que os tratamentos
que ndo utilizaram produtos quimicos para clarificacdo, como aqueles que adotam
somente centrifugagao e a filtracdo, tivessem valores de desempenho 6timos ou melhores.

No entanto, esses tratamentos também propiciaram baixo crescimento para as microalgas.



Tabela 4. 3 Densidade celular da microalga Chlorella sorokiniana cultivada em vinhaga durante 35 dias.

Tlfligv(:)e Densidade celular em cada dia de cultivo (x10° céls. mL™)
1 7 14 21 28 35 ! p

\"2! 5,56£0,10NSe  22,33+1,17Gb 27,44+0,18 HI a 25,8840,79 Ha  18,00+0,51 G¢  10,94+0,54 HIJ d 173,59 <0,05
V2 5,56+£0,10 NS de 4,79+0,49 1 ¢ 20,33+1,031J a 9,13+1,06J ¢ 13,33£0,74 Gb  9,00+0,58 IJK cd 60,01 <0,05
V3 5,56+0,10 NS ¢ 4,67£0,37 1 ¢ 15,79+0,58 JK b 14,19+40,111Jb  19,19+0,18 G a 5,00£0,58 JK ¢ 285,28 <0,05
V4 5,56£0,10NSe  11,17+0,71 Hd 9,18+0,04 K d 21,94+0,95 HIb 42,15+1,03 EFa 15,58+0,65 GHIJ ¢ 365,94 <0,05
V5 5,56£0,10NSd 24,71+01,12 G ¢ 38,42+0,55Gb 52,17£1,16 Ga 51,81+1,08 DE a 48,63+0,87 F a 430,98 <0,05
Vo6 5,56+£0,I0NSe  77,7942,85Cc¢ 128,50+2,47 Ca 109+£2,89 E b 36,13+2,17F d 13,00+1,53 HlJ e 531,70 <0,05
V7 5,56£0,10 NS f  85,35+0,90 B ¢ 122+1,73Cb 163,54+£2,22 Ca  54,24+1,30Dd  18,6342,25 GHIe  1439,97 <0,05
V8 5,56+0,10 NS f 76,23+0,72 Cb 109+2,89 D a 45,10+1,21 G¢ 35,06+0,32 F d 21,2543,36 GHe 398,63 <0,05
V9 5,56£0,10NSd 66,94+1,46 Da  3533+1,10GHb 24,08+0,72Hc¢ 9,130 G d 0Ke 968,96 <0,05
V10 5,56£0,10NSe  31,56+0,59 F d 58,46+0,72 E ¢ 136,63+0,69 Da 61,79+0,63 Db 59,924+0,37 E be 6114,21 <0,05
Vi1 5,56£0,10 NS f 108,19+1,32 Ae 25548+3,13 Ab 281,44+2,53 Aa 184,54+1,86 Cc 174,04+1,7B d 2510,83 <0,05
V12 5,56£0,10 NS f  75,85+1,11 Ce 224,40£2,26 B¢ 275,15+0,20 Aa 253,60+2,06 Ab  210,63+0,95 A d 6063,57 <0,05
V13 5,56£0,10 NS 36,46+1,14 Fe 122+1,73 Cd 224,25+2,53 Ba 183,33£5,49Cb  149,3324,91 Cc¢ 661,91 <0,05
Vi4 5,56£0,10NSe  48,17+1,09E d 48,25+0,45F d 69,10+2,83 F ¢ 208+4,62 B a 112+4,04 D b 638,88 <0,05
f - 797,54 2157,03 315497 1450,82 1094,60

P 1 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

86

V1) vinhaga clarificada com 5 g.L"' de Hidroxido de célcio; V2) vinhaga clarificada com 30 gL' de Moringa oleifera; V3) vinhaga clarificada com 5 g.L”! de
Tanfloc MT; V4) vinhaca centrifugada (1792g 10min); V5) vinhaga filtrada em filtro de fibra de vidro (0,5um); V6) 10% de vinhaga diluida V7) 25% de
vinhaca diluida; V8) 40% de vinhaca diluida; V9) 50% de vinhaca diluida; V10) 10% de vinhaga diluida+1% de solucao estoque de NPK; V11) 25% de vinhaga
diluida+1% de solucgdo estoque de NPK; V12) 40% de vinhaga diluida+1% de solugdo estoque de NPK; V13) 50% de vinhaca diluida+1% de solucdo estoque
de NPK e um controle (V14) preparado com agua destilada e NPK 1% (v /v)
*Médias seguidas de mesma letra maiusculas nao diferem estatisticamente entre si, comparando os meios de cultivo, na coluna. Médias seguidas de mesma letra
minuscula, ndo diferem estatisticamente entre si, dentro de cada meio, entre os dias de cultivo, na linha. Pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Assim, uma combinagdo de fatores pode ter interferido no desempenho da microalga,
entre eles a elevada concentracdo de micro ¢ macronutrientes na vinhaga em relagdo aos
meios de cultivo comerciais mais adotados na literatura. A vinhaga chega a ter cinco
nutrientes, alguns metais dentre eles, a mais do que a composicdo dos meios comerciais
normalmente utilizados.

Alguns metais pesados podem ser necessarios para muitos microrganismos em
determinadas concentragdes ou associagdes, sendo assim chamados de elementos-traco
(GUILHERME et al., 2005). Os metais pesados sdao considerados toxicos para grande
parte dos seres vivos. Em uma pesquisa realizada por Ansilago et al. (2016) com a
microalga Pseudokirchneriella subcapitata, foi atribuido ao sulfato de zinco, quando
presente isoladamente, um potencial efeito cronico de toxicidade; o0 mesmo ocorreu com
cloreto de aluminio e sulfato ferroso quando avaliados isoladamente, apresentando um
potencial de efeito agudo sobre as microalgas; enquanto que a associagdo entre cloreto de
aluminio + sulfato ferroso + sulfato de zinco pode ter resultado em um efeito antagonico,
em que os contaminantes, aplicados juntos, interferem um no outro ou interferem com
outro contaminante que coexiste no meio, tornando-se benéficos as microalgas, com a
maior taxa de crescimento para este meio.

O mesmo possivelmente ocorreu na presente pesquisa, onde a alta gama de
nutrientes e associacao destes, somado ao NPK potencializou o desenvolvimento
microalgal. Quanto aos produtos utilizados inibirem o desenvolvimento microalgal pela
presenca de residuos na vinhaga, essa possibilidade ¢ infima, pois, com exce¢ao apenas
para o tratamento com tanfloc MT, todos os demais processos para clarificacdo foram
submetidos a filtracdo e a centrifugagdo, eliminando qualquer residuo do produto do
meio, o que possivelmente reduziu também grande parte dos nutrientes necessarios para
o desenvolvimento microalgal.

O NPK j4 ¢ um meio de cultivo alternativo a meios sintéticos. A utilizacdo de
fertilizante quimico (NPK) associado com extrato de macrofita (Eichhornia crassipes)
mostrou-se eficiente na promog¢do do cultivo de alta densidade de Haematococcus
pluvialis, uma alternativa adequada para substituir o meio convencional (WC)
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2015). Os fertilizantes inorganicos sdo simples, pois estdo
amplamente disponiveis, se dissolvem facilmente, apresentam uma composi¢ao definida,
alta taxa de nitrogénio e fosforo e desencadeiam pH moderado no meio (TEW et al.,

2006).
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A microalga ¢ um microrganismo fotossintetizante, dessa forma fica dispersa na
coluna d'4gua, apresentando diferentes formas de metabolismo energético, o
metabolismo fotoautotrofico: utilizando a luz para produzir energia quimica através do
processo de fotossintese, por exemplo, a luz solar, como fonte de energia, e o carbono
inorganico, por exemplo, o COz; o heterotrdéfico: quando a energia e o carbono sao obtidos
de fonte organica externa, em geral pela oxidagdo de agucares; o mixotréfico: quando a
fotossintese ¢ a oxidagdo de compostos organicos ocorrem concomitantemente € o
fotoheterotréfico: quando a fonte de energia ¢ a luz e a fonte de carbono sdo compostos
organicos. O crescimento microalgal tem normalmente como fonte de carbono o CO»,
mas ainda requer outros nutrientes, especialmente os macros (NPK) e micronutrientes
(metais), além de vitaminas, em certos casos. O uso de uma fonte de carbono organico
possibilita a reducdo do custo do cultivo de microalgas, reutilizando o excesso de
nutrientes encontrados em aguas residuais industriais, além do aspecto ambiental.

Diante disso, ¢ grande o potencial de cultivo de microalgas utilizando a vinhaga
da cana-de-agtcar, como fonte de nutrientes, acrescida de 1% de NPK, resultando em alta
producdao de biomassa microalgal. Outros autores relataram sobre a fisiologia da
Chlorella vulgaris cultivada em 60% de vinhaca convencional e 80% tratada com
biodigestao, em experimentos de 6 dias, de forma que os resultados mostraram que C.
vulgaris cresceu melhor na vinhagca do que nos controles (CANDIDO; LOMBARDI,
2018). Ja os resultados de Quintero-Dallos et al. (2019), demonstraram que C. vulgaris
cultivada em vinhaga apresentaram concentragdes maximas (% w / w) de: 48,95% de
proteinas, 2,88% de xilose, 7,82% de glicose, 4,54% arabinose, 8,28% frutose ¢ 4,82%
lipidios. Sugerindo que a vinhaca ¢ um produto promissor € meio sustentavel para o
crescimento de C. vulgaris e a produgdo de metabolitos valiosos.

No entanto, ndo sdo todas as espécies de microalgas que terdo sucesso em se
desenvolver em vinhaga. Santana et al. (2017) avaliaram quarenta cepas de microalgas
para chegar a duas espécies que apresentaram crescimento vigoroso de forma dependente
da luz, mesmo sem diluigdo da vinhaga em condigdes nao axénicas, sendo elas
Micractinium sp. Embrapa-LBA32 e C. biconvexa Embrapa-LBA40. Estas pesquisas,
juntamente com o presente trabalho destacam o potencial do uso de vinhaga de cana-de
acucar para cultivar microalgas para a producdo de energia e bioprodutos. Destacando
ainda a singularidade de cada espécie microalgal e a necessidade de avalia-las
individualmente. Alguns pesquisadores tém ainda, combinado o cultivo de microalgas

com o tratamento de aguas residuais, com excelente produgdo de lipidios e biomassa,
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como também a assimilagdo de alguns elementos (SOLOVCHENKO et al., 2014;
HIGGINS et al., 2016).

O pH do meio de cultivo variou entre 5,02 e 10,71 tanto no tempo amostral quanto no
tratamento (Tabela 4.4). Quando o pH foi analisado ao longo do periodo amostral foi
observado que, com excecdo do controle, todos os tratamentos apresentaram diferenca
significativa; quando avaliado em funcdo dos tratamentos observou-se diferenca
significativa em todos os dias de amostragem do meio.

O pH o6timo para o crescimento das microalgas varia para cada espécie, mas de
forma geral esta proximo da neutralidade; a este pH, teoricamente pouca energia ¢
necessaria para manter a homeostase (IHNKEN et al., 2014), ele ¢ um dos fatores mais
importantes no cultivo de microalgas. Ele determina a solubilidade do didxido de carbono
€ minerais no meio e influencia direta ou indiretamente o metabolismo das microalgas.
No presente experimento a fonte de carbono teve origem somente nos nutrientes (NPK e
vinhag¢a) adicionados ao meio de cultivo, diferente de outras pesquisas que t€ém injetado
o diéxido de carbono continuamente no cultivo de microalgas (ADAMCZYK et al., 2016;
MOREIRA et al., 2016; SHABANI et al., 2016).

Cultivada em vinhaga com NPK, Chlorella sorokiniana apresentou maior
densidade microalgal em pH alcalino. A instabilidade do meio na manutengcdo do pH
demonstra que essas variacdes possivelmente foram resultado da vinhaga em si, uma vez
que nos meios com vinhaca diluida ndo houve insercdo de produtos, apenas agua
destilada, e mesmo assim notou-se essa instabilidade, enquanto o controle ndo. O pH do
meio de cultura € conhecido por ter grande influéncia no crescimento € na producao da
biomassa de microalgas, uma vez que seu pH citosolico € neutro, ou ligeiramente alcalino,
e suas enzimas celulares sao sensiveis ao pH e podem se tornar inativas em condigdes

acidas (TRIPATHI et al., 2015).



Tabela 4. 4 Variacao dos valores de potencial hidrogenionico do meio de cultivo de Chlorella sorokiniana ao longo dos 35 dias de cultivo.

Tlfligv(:)e Valores de pH em cada dia de cultivo
1 7 14 21 28 35 f p
V1 8,51+0,11 Ac 8,74+0,07 AB bc 9,17+0,06 BC a 9,12+0,06 EF ab  8,94+0,08 DEFGab 9,27+0,16 DEF a 12,33 <0,05
V2 5,07+0,05 DE ¢ 7,02+0,58 D b 9,39+0,13 AB a 9,31+0,03 DE a 9,30+0,03 CD a 9,62+0,01 CDE a 57,26 <0,05
V3 5,02+0,04E ¢ 7,38+0,76 BCD b 8,83+0,04 DEF ab 9,08+0,01 EF a 8,79+0 FG ab 9,31+0,01 DEF a 27,52 <0,05
V4 5,16+0,03DE d 7,22+0,25CD ¢ 8,93+0,05CDEb  9,38+0,01 CDEab  9,31+0,04 CD ab 9,47+0 CDE a 269,69 <0,05
V5 5,10+0,02DE e 6,97+0,20 D d 8,75+0,06 EFG ¢ 9,24+0,03 DEF b 9,28+0,02 CDE b 9,76+0,03 CD a 419,18  <0,05
A 5,53+0,05CDE ¢ 8,45+0,06 ABCDb 8,79+0,10 DEFGab  9,08+0,08 EF a 8,84+0,13 EFG ab 9,08+0,01 EF a 166,01  <0,05
V7 5,21£0,01DEd  8,16+0,03 ABCDc 8,59+0,04 FG b 8,8140,05 FG a 8,76+0,04 G ab 8,79+0,17 F ab 1129,40 <0,05
V8 5,0840,01DEc¢  8,284+0,01 ABCD Db 8,20+0,04 Hb 8,61+0,10G a 8,80+0,02 FG a 8,80+0,05 F a 965,70  <0,05
V9 5,01+0E f 8,17+£0,01 ABCDe 8,49+0,01 GH d 8,9940,01 EFG b 8,8140,02 FG ¢ 9,24+0,03 DEFa 26037,96 <0,05
V10 6,57+0,13B d 9,03£0 A ¢ 9,18+£0,02 BCc 9,65+0,02 BCD b 9,54+0,07 BC b 10,70+0 A a 392,54  <0,05
V11 6,06+£0,01BC e 8,86+0,05 AB d 9,41£0,04 AB ¢ 9,99+0,01 ABb 10,57+£0,06 A a 10,71+0,08 Aa  1160,67 <0,05
V12 5,60+0,01CDE d 8,74+0,03 AB ¢ 9,66+0,01 Ab 10,32+0,06 A a 10,28+0,02 A a 10,33+0,08 ABa 4193,12 <0,05
V13 5,65+0,07CD ¢ 8,55+0,01 ABCb 9,34+0,10 B ab 9,78+0,27 BC a 9,82+0,26 B a 9,86+0,027 BC a 71,10  <0,05
V14 8,93+0,39 Ans  §,32+0,44 ABCD ns 9,31£0,04 B ns 9,26£0,05 DEns  9,21+£0,05 CDEF ns  9,50+0,05 CDE ns - 6,5
f 115,06 5,63 42,94 29,28 44,25 33,50
P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

90

V1) vinhaga clarificada com 5 g.L"' de Hidroxido de célcio; V2) vinhaga clarificada com 30 g.L"' de Moringa oleifera; V3) vinhaga clarificada com 5 g.L"! de
Tanfloc MT; V4) vinhaca centrifugada (1792g 10min); V5) vinhaga filtrada em filtro de fibra de vidro (0,5um); V6) 10% de vinhaga diluida V7) 25% de
vinhaca diluida; V8) 40% de vinhaca diluida; V9) 50% de vinhaca diluida; V10) 10% de vinhaga diluida+1% de solucao estoque de NPK; V11) 25% de vinhaca
diluida+1% de solucgdo estoque de NPK; V12) 40% de vinhaga diluida+1% de solugdo estoque de NPK; V13) 50% de vinhaca diluida+1% de solucdo estoque

de NPK e um controle (V14) preparado com agua destilada e NPK 1% (v /v)

*Médias seguidas de mesma letra maiusculas nao diferem estatisticamente entre si, comparando os meios de cultivo, na coluna. Médias seguidas de mesma letra

minuscula, ndo diferem estatisticamente entre si, dentro de cada meio, entre os dias de cultivo, na linha. Pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Dessa forma, C. sorokiniana ndo apresentou alta densidade microalgal em meio
contendo vinhaca clarificada, mas sim em vinhaga diluida. Assim, afim de mitigar os impactos
ambientais da vinhaga, ela pode ser utilizada no cultivo da microalga Chlorella sorokiniana,
diluida a 40% e acrescida de 1% de solugdo estoque de NPK (20:5:20). Os resultados sugerem
novos estudos para a compreensao dos processos quimicos pos clarificagdo necessarios para o
crescimento 6timo da microalga, criando um impulso para aprimorar essa tecnologia para

geragdo de energia e bioprodutos.
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CAPITULO 5

ANALISE DA RELACAO FUNCIONAL ENTRE AS VARIAVEIS DE
QUANTIFICACAO CELULAR DA MICROALGA Chlorella sorokiniana

RESUMO: Dada a ampla gama de aplicagdes da biotecnologia, a pesquisa com microalgas tem
se intensificado. O cultivo destes em condi¢des artificiais também aumenta, tornando
importante a analise de métodos de quantificagdo e avaliagdo da cinética de crescimento. O
objetivo deste trabalho foi verificar a existéncia de uma relacdo funcional entre as variaveis
utilizadas para quantificar a microalga Chlorella sorokiniana. Para tanto, a analise de regressao
linear foi aplicada as variaveis de densidade celular, densidade Optica e biomassa seca obtida
pelo cultivo de microalgas em diferentes concentracdes. Usando as equacdes geradas a partir
da analise de regressao para a microalga C. sorokiniana foi possivel obter valores de densidade
celular entre 3 a 38x105 mL™! e valores de biomassa seca entre 0,1 e 4,3 mg mL"! a partir dos
valores de densidade Optica com alta precisdo e maior praticidade.

Palavras-chave: Densidade celular, peso seco, densidade Optica.
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5.1 INTRODUCAO

A quantificagdo da densidade microalgal em rotinas padrdes ¢ realizada por
métodos de densidade celular por microscopia (ARAGAW, 2017). Tal técnica permite
também observagdo da taxa de crescimento celular, tal como de mutagdes citologicas,
porém além da demanda de tempo para andlise, ha perda da precisdo quando ha dilui¢des
na amostra (CORCINI, 2011). Outros métodos de quantificagdo envolvem o célculo de
massa ou volume, porém demandam longos periodos, apresentando, muitas vezes,
procedimentos com varios passos de preparagdo € mesmo assim, possuem alta
probabilidade de erros sistematicos (RODRIGUES, 2011). Ainda assim, o célculo de
massa ou volume sdo os mais utilizados para andlises quantitativas destes organismos,
principalmente quando o interesse ¢ producdo e obteng¢do de biomassa.

Em contrapartida, existem métodos como a quantificacdio por
espectrofotometria, que oferecem maior economia de tempo, menor quantidade de
amostra, simplificacdo do procedimento e baixa probabilidade de erro (SOBRINHO,
2008), a espectrofotometria ¢ uma técnica baseada no grau de absorbancia de luz, que
permite leitura rapida e de facil manuseio, vem sendo muito utilizada como metodologia
alternativa ao invés de metodologias complexas e dispendiosas. Paschoal et al. (2003),
utilizaram a espectrofotometria como alternativa para a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e Brito et al. (2013) realizaram monitoramento da qualidade de 4gua residual
por espectrofotometria in situ. Em experimentos onde, tem-se como objetivo quantificar
metabolitos celulares, como ¢ o caso de Barbarino e Lourengo (2005), Marxen et al.
(2007) e Leite et al. (2016) a técnica de espectrofotometria ja ¢ altamente difundida,
enquanto que trabalhos que visam analisar o crescimento microalgal ou velocidade de
crescimento predomina-se a utilizagdo da densidade.

A técnica de quantificagdo de biomassa seca, apesar de ser mais trabalhosa e
demandar de mais tempo para a secagem das amostras, ainda ¢ muito utilizada,
principalmente quando se tem o objetivo de producdo ou caracterizagdo de biomassa
como feito por Hosseinizand et al. (2018).

Buscando obter os valores de densidade celular a partir da quantificagao
microalgal por densidade Otica, para as espécies Chlamydomonas reinhardtii,
Scenedesmus communis, Cryptomonas phaseolus e Selenastrum rinoi Valer e Glock
(1998), apresentaram equagdes que permitem estimar a concentra¢do microalgal a partir
de dados de absorbancia para densidades celulares entre 10* € 10° células mL™'. Enquanto

Rodrigues et al. (2011), propuseram uma curva de calibragdo para correlacionar os
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valores de absorbancia (684 nm) e densidade celular de Pseudokirchneriella subcapitata
de até 5x10° células mL!. Assim, cada espécie de microalga apresenta caracteristicas
intrinsecas, tornando-se necessarios estudos especificos com cada espécies, em altas e
baixas densidades celulares. Selecionando entre as técnicas a que apresenta menor custo,
simplificagdo do procedimento, adequagdo ao escopo do trabalho e as necessidades

intrinsecas da unidade de quantificagdo.

5.2 OBJETIVO GERAL
Avaliar a relagdo entre as técnicas adotadas para estimar densidade celular,

densidade otica e biomassa seca da microalga Chlorella sorokiniana.

5.2.1 Objetivos especificos
v' Avaliar a relagdo entre as técnicas adotadas para estimar densidade celular,
densidade otica e biomassa seca da microalga Chlorella sorokiniana.
v’ Selecionar entre as técnicas a que apresenta menor custo, simplificagdo do
procedimento, adequacao ao escopo do trabalho e as necessidades intrinsecas da

unidade de quantificagdo

5.3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas cepas da microalga Chlorella sorokiniana (Trebouxiophyceae)
adquirida da Fundacao André Tosello (Ref. 211-32), cultivada in vitro no laboratério do
Centro de Pesquisa em Biodiversidade (CPBio) na Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul (UEMS).

A microalga foi cultivada no laboratorio em frasco Erlenmeyer de 2.000 mL, e
suplementada com fertilizante quimico NPK (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003;
CARVALHO etal., 2012) e vinhaca, mantida em sistema de cultivo estatico ndo axénico,
com aeracao constante, temperatura ambiente e fotoperiodo controlado (12 hluz/ 12 h
escuro).

Na preparacao da solu¢do inicial utilizou-se uma proporcao entre 80% e 20% (v/v)
do meio de cultivo e o in6culo de microalga, respectivamente. Para suplementacdo foram
adicionados 1% de vinhaga de cana-de-actcar e 1% da solucdo estoque de N:P:K, ambas
sobre a aliquota total de 2000 mL. A solugdo estoque NPK foi preparada com 0,70 g.L’!
de adubo quimico NPK (20:5:20 g.L'") para cada 1000 mL (SIPAUBA-TAVARES;
ROCHA, 2003).
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A partir da solu¢do inicial, foram entdo preparadas cinco dilui¢cdes seriada, com
trés réplicas cada, sempre corrigindo as concentragdes dos suplementos NPK e vinhaga.
O experimento teve duragdo de 35 dias, onde coletou-se a cada cinco dias amostras para

realizar as respectivas quantificagdes descritas abaixo.

5.3.1 Quantificacao em cimara de Neubauer
Uma aliquota foi retirada de cada tratamento e contada em camara de Neubauer

(hemocitometro) para obtencao da densidade microalgal.

5.3.2 Quantificacio em espectrofotometria
Através do método de varredura, foram tomadas a distribuicdo espectral da

absorbancia nas cinco concentragdes, num intervalo 200-800nm, a fim de verificar os
picos de absor¢do de luz. Posteriormente tomou-se as leituras de absorbancia para cada
amostra no comprimento de onda no qual ocorreram os picos de absor¢ao (686nm). O
equipamento foi calibrado com “branco”, representado pelo proprio meio de cultivo

utilizado na produgdo microalgal.

5.3.3 Quantificacdo da biomassa
Para se determinar o peso de biomassa seca, utilizou-se tubos Eppendorf de

volume 2 mL previamente secos e tarados. Dessa maneira retirou-se uma aliquota de 2
mL dos respectivos cultivos em duplicata € os mesmos foram repassados para o tubo
Eppendorf. As amostras foram submetidas ao processo de centrifugagdo em micro
centrifuga refrigerada a 13500 rpm (18.574 x g) durante 5 min a 5° C. Posteriormente, foi
descartado o sobrenadante e os tubos Eppendorfs com a biomassa foram colocados na
estufa de circulagdo overnight a 60 °C até obtencdo de peso constante (24-48 h). Apos a
secagem os tubos Eppendorf foram pesados novamente e peso seco foi obtido através da

diferenca entre peso final € peso inicial.

5.3.4 Analise dos dados
Com o objetivo de verificar a existéncia de uma relacdo funcional entre as

varidveis utilizadas para quantificagdo da microalga C. sorokiniana empregou-se a
analise de regressao linear. A equagdo gerada pela analise tende a explicar a variagdo da

variavel dependente pela variagdo do(s) nivel(eis) da(s) variavel(eis) independente(s).
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Para verificar a correlagdo entre as variaveis analisadas utilizou-se o teste nao-

paramétrico de Spearmam com probabilidade de 95% de confianca (p <0,05).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da leitura de absorbancia indicaram que o pico maximo variou entre
670 ¢ 690 nm (Figura 5.1). Dessa forma, foi selecionado o comprimento de onda de 686

nm para a realizagdo da leitura de densidade dptica da microalga C. sorokiniana.
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Figura 5. 1 Padrao de absorcdao de luz para as diluigdes com Chlorella sorokiniana
rastreada entre 200 e 800 nm.

Posteriormente foi analisada a regressdo linear (R?) entre as variaveis de
densidade optica, densidade celular e biomassa seca. Os resultados indicaram a melhor
regressdo linear entre a densidade oOptica do cultivo de Chlorella sorokiniana com a
densidade celular, seguido por densidade celular com biomassa seca, e densidade Optica
com biomassa seca (Figura 5.2). Todos os cruzamentos apresentam correlacdo
significativa pelo teste de Spearman, com probabilidade de 95% de confianga (p <0,05):
densidade optica com densidade celular apresentou a maior correlagdo (r = 0,96; p<0,05),
seguido por densidade celular x biomassa seca (r = 0,87; p<0,05) e densidade dptica x
biomassa (r = 0,75; p<0,05). A partir destes resultados ¢ possivel obter a mensuragdo da
densidade microalgal, densidade celular e biomassa da microalga C. sorokiniana a partir
de somente uma técnica de mensuragdo, com maior confianga entre densidade Optica para

densidade celular e vice-versa.

A regressdo linear gerou as seguintes equagoes:
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Para regressdo da densidade dptica para densidade celular (nimero células x 10°
m L)
DC = (15,602. Npo) + 5,1905
Equacgao 5.1
Onde: 15,602 ¢ a constante de regressao; Npo € a variavel independente

(densidade 6ptica), 5,1905 € o coeficiente de regressao.

Para regressao de densidade celular para densidade optica
DO=(0,0598. Npc) - 0,2556
Equacio 5.2
Onde: 0,0598 ¢ a constante da regressdao; Npc ¢ a varidvel independente

(densidade celular). 0,2556 ¢ o coeficiente de regressao. y = 0.0598x — 0,2556

Para regressdo de biomassa seca (g.L™!) para densidade celular
DC = (0,0843. Ngs ) — 0,0758
Equacao 5.3
Onde: 0,0843 ¢ a constante da regressao; Nps ¢ a variavel independente (biomassa

seca). 0,0758 € o coeficiente de regressdo. y = 0.0843x - 0.0758

Para regressao de densidade celular para biomassa seca
BS =(10,109. Npc) + 3,582
Equacao 5.4
Onde: 10,109 ¢ a constante da regressdo; Npc ¢ a varidvel independente
(densidade celular). 3,582 ¢ o coeficiente de regressdo. y = 10,109x + 3,582
Para regressdo de densidade Optica para biomassa seca
BS =(1,999. Npo) + 0,2531
Equacao 5.5
Onde: 1,999 ¢ a constante da regressao; Npo € a variavel independente (densidade

optica). 0,2531 € o coeficiente de regressdo. y = 1,999x + 0,2531

Para regressdo de biomassa seca para densidade Optica
DO = (0,6116. Nps) + 0,1027
Equacgio 5.6
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Onde: 0,616 ¢ a constante da regressdo; Ngs € a variavel independente (biomassa

seca). 0,1027 ¢ o coeficiente de regressdo. y =0,6116x + 0,1027
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Figura 5. 2 Correlagdo entre as variaveis. A) densidade Optica (absorbancia 686nm) x
densidade celular (n° células x 105 m L-1); B) densidade celular x densidade optica; C)
biomassa seca (g. L-1) x densidade celular; D) densidade celular x biomassa seca;
E)densidade optica x biomassa seca; F)biomassa seca x densidade optica.

Quando a absorbancia espectrofotométrica ¢ a técnica escolhida, ¢ comum

verificar a adog@o do comprimento de onda de 750 (e.g. EPA, 1994; EATON et al., 1995).
Entretanto, valores de 687 nm (VALER; GLOCK, 1998), 684 nm (RODRIGUES et al.,
2011) e 686 nm (DZIOSA; MAKOWSKA, 2016) também sejam verificados na literatura.

De qualquer forma, todos estes valores de leitura estiveram representados dentro do

comprimento de onda estimado no presente trabalho.

Para se estimar a quantificacdo microalgal podem ser incluidas técnicas como

contagens celulares diretas, quantificacdo de biomassa seca e a densidade Optica por

absorbancia em espectrofotometria. No entanto, algumas técnicas exigem mais tempo,
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esforco e apresentam maior probabilidade de erro. Entre as técnicas apresentadas, a
densidade optica permite analisar um numero maior de amostras, demandando menos
trabalho e menor probabilidade de erro. No entanto, as estimativas mais empregadas na
literatura sdo biomassa seca e densidade celular.

Com base nos resultados supracitados sera possivel comparar os dados da
producdo microalgal com diferentes dados da literatura. A densidade oOptica ¢ uma
metodologia que ja tem sido utilizada para a quantificagcdo de pardmetros de crescimento
de cepas de microalgas (CEREIJO et al., 2015; BAUMGARTNER et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2011). Neste trabalho corroboramos que a quantificacdo através da
densidade Optica € correspondente as outras técnicas utilizadas, como a densidade celular
ou a biomassa seca. Esta técnica pode ser usada para simplificar a aquisi¢cao dos dados
usados para preparar inéculo para uma cultura inicial ou estimar a produtividade da
biomassa de microalgas (CEREIJO et al., 2015). No entanto, para que esta técnica seja
vidvel € necessario um espectrofotometro nas proximidades do local de cultivo, o qual
poderé requerer um investimento inicial.

Apesar das vantagens e desvantagens de cada técnica de quantificagdo, o que vai
demandar sua utilizagdo € o tipo de aplicacao que se deseja da microalga. Nas pesquisas
recentes realizadas com microalgas em cultivo em laboratdrio verifica-se que tanto os
métodos de quantificacdo por densidade celular em camara de Neubauer (densidade)
quanto métodos indiretos como leitura em espectrofotometria (densidade optica) e peso
seco (biomassa), sdo importantes para validar os resultados.

A densidade celular ¢ uma técnica de baixo custo, mas a desvantagem ¢ que pode
ser exaustivamente trabalhosa e pode apresentar maior variabilidade de erro. Dependendo
do tipo de contaminante utilizado no ensaio ou at¢ mesmo mudangas na temperatura
podera ocorrer uma aglutinag¢do das células de microalgas levando a uma superestimagao
ou subestimacdo da densidade celular. Além disso, para a contagem das células ¢
necessario o investimento de um bom microscopio binocular, cdmara de Neubauer
(hemocitometro) e mao de obra com treinamento em microscopia.

J& a quantificagdo através da biomassa seca exige consideravel tempo e trabalho,
uma vez que as amostras devem ser preparadas e totalmente secas. A microalga em
suspensdo dever passar por centrifugacdo para separacdo do sobrenadante e secar em
estufa a 60°C por aproximadamente 24 horas até peso constante. Devido a sequéncia de
processos poderd ocorrer erros desde o preparo do recipiente da microalga para

centrifugacdo e secagem, o qual deve estar previamente tarado e pesado, até mesmo por
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interferéncias no tempo para secagem e troca de amostras, diminuindo assim a exatidao
da técnica. Além disso, ¢ preciso ter como investimento uma balanca analitica de
precisdo, centrifuga e estufa de secagem.

Com os resultados obtidos foi possivel inferir que a regressdo linear entre
densidade celular e densidade optica apresentou elevada correlagdo, indicando menor
probabilidade de erro. Assim, torna-se possivel substituir a técnica de densidade celular
pela densidade optica. A transformagdo dos valores se da através da equagdo de regressao,
permitindo realizar a quantificacdo microalgal a partir da densidade Optica, com rapidez
e seguranca (VALER; GLOCK, 1998). Apesar da menor correlacdo entre biomassa seca
e densidade Optica, o valor ainda € significativo e a equagdo de regressao linear pode ser
utilizada para a quantificacdo por densidade optica, em detrimento da biomassa seca. O
processo para se obter a biomassa seca de microalgas ¢ demorado, além de mais caro,
pois requer uma grande quantidade de energia (HOSSEINIZAND et al., 2018). De acordo
com Silva et al. (2007), ao correlacionarem a densidade celular em hemocitometro com
a contagem eletronica a partir de plaquetas em esfregaco, foi obtido indice de correlacao
der: 0,60, o qual consideraram esse valor como confiavel. No entanto, nosso menor indice
de correlagdo ainda foi superior aos valores encontrados pelos autores supracitados.

Utilizando as equagdes geradas a partir da analise de regressdo para a microalga
Chlorella sorokiniana é possivel obter valores da densidade celular entre 3 a 38x10° mL"
!'a partir da densidade optica e valores de biomassa seca entre 0,1 e 4,3 mg mL"! a partir
também dos valores de densidade Optica com alta precisao. Valores fora desse espectro
podem apresentar um erro maior, o qual requer novas analises.

Dessa forma foi possivel obter uma relagdo funcional por regressao linear para as
trés técnicas de quantificacdo da concentracdo de microalgas: densidade celular,
densidade Optica e biomassa seca. Assim, foi possivel quantificar as microalgas através
de uma técnica e transformar tais valores através das equacdes geradas pela regressao
linear.

Dentre as técnicas apresentadas, a densidade Optica se mostrou a mais apropriada
em funcdo da praticidade e rapidez na manipulacdo das amostras e obtencdo dos valores
em menor tempo. Diante dos resultados foi possivel estimar valores de densidade celular
e biomassa microalgal seca utilizando-se apenas a técnica por espectrofotometria para

obtencao da densidade optica.
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CAPITULO 6

TRANSESTERIFICACAO ETILICA in situ A PARTIR DA BIOMASSA DE
Chlorella sorokiniana

RESUMO: Como uma solugdo promissora para atender as necessidades de energia e
combustiveis tem-se as microalgas, organismos microscopicos unicelulares e
fotoautotréficos encontrados principalmente em ambientes aquaticos. Para se obter
biodiesel sustentavel e limpo, com viabilidade comercial, mais énfase deve ser dada aos
solventes verdes e técnicas de extracdo mais ecoldgicas, como menor uso de solvente,
melhoria na qualidade do biocombustivel e redu¢do da energia e tempo das etapas de
processamento. Assim, o objetivo foi realizar a transesterificacdo etilica in situ da
biomassa seca da microalga Chlorella sorokiniana. A identificacdo e quantificacao dos
acidos graxos foi realizada através de cromatografia gasosa e as propriedades dos ésteres
etilicos foram determinadas por equagdes empiricas. Assim, os €steres etilicos produzidos
através da transesterificacao etilica in situ da biomassa de Chlorella sorokiniana, com a
melhor relagdo entre acidos graxos saturados em maior quantidade e poli-insaturados em
menor quantidade, como ¢ preferivel, em 12h de reacdo com ultrassom, apresentando
24,34% de acidos graxos saturados, 56,63% de acidos graxos monoinsaturados e 18,95%
de acidos graxos poli-insaturados. Quanto as propriedades avaliadas empiricamente, a
maioria atendeu os padrdes de controle de qualidade do biodiesel.

Palavras-chave: microalga, acidos graxos, éster etilico, biodiesel, etanolise.
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6.1 INTRODUCAO

Como uma solucdo promissora para atender as necessidades de energia e
combustiveis tem-se as microalgas, organismos microscopicos unicelulares e
fotoautotroficos encontrados principalmente em ambientes aquaticos. As microalgas
podem ser utilizadas como matéria prima de terceira geracdo para a obtengdo de
biocombustiveis. Elas apresentam cultivo simples, com rapido crescimento, elevada
produtividade de biomassa e alto teor lipidico, podem ser cultivadas em aguas residuais
€ em areas pequenas, em regides onde a terra ja nao possui capacidade em gerar outros
produtos, sendo assim ndo compete com a producao de alimentos (BOROWITZKA et al
2012).

Os lipidios, na forma de triacilglicerol, sdo transformados em biodiesel. Os teores
de lipidios de microalgas encontrados na literatura podem variar, os géneros relatados
como aqueles com maior o conteudo lipidico sao Chlorella sp., de 20% a 30%; Dunaliella
sp., de 17,5% a 67%, e Scenedesmus sp., de 11% a 55% (ISLAM et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2013; SYDNEY et al., 2011). Apresentam em sua composi¢ao
acidos graxos de 14 a 22 atomos de carbono, que ¢ semelhante aos 6leos vegetais
utilizados na produgdo de biodiesel, além das caracteristicas fisicas e quimicas
semelhantes aos de biomassas tradicionais e do diesel, porém com um impacto ambiental
significativamente menor do que o diesel derivado de fosseis (ADESANYA et al., 2014).

A transesterificagdo in situ ¢ uma alternativa para a produgao de biodiesel a partir
de biomassa microalgal em etapa Unica. Nesse processo, a biomassa ¢ misturada com um
solvente na presenca de um catalisador adequado por um certo periodo de tempo e em
determinada temperatura. Esse processo, portanto, minimiza o uso de grande quantidade
de solventes, reduz os tempos de processamento e reduz os riscos ambientais ¢ de saude.
Sorgatto et al. (2019) um método aprimorado de transesterificacdo in situ adequado para
a andlise quantitativa de multiplas amostras secas quanto ao seu teor de 4cidos graxos,
usando uma quantidade minima de biomassa e reagentes.

Metanol ¢ o solvente mais utilizado na producao de biodiesel, porém € toxico e de
fonte ndo sustentavel, ja o etanol apresenta diversas vantagens, pois ¢ biodegradavel,
apresenta baixa toxicidade (comparado com o metanol), e a substituicdo do metanol como
solvente ndo afeta o rendimento de acidos graxos (D’OCA et al., 2011a, 2011b). Foram
observados em Chlorella sp. rendimentos semelhantes de &cidos graxos com 11,6% na
transesterificacdo in situ com etanol e 11,0% transesterificacdo convencional com

metanol (LEMOES et al., 2016). Assim, o uso de solventes verdes para a producdo de
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biocombustiveis a partir de biomassa microalgal ¢ decisiva para um sucesso econdmico,
produgdo ambiental e social de multiplos produtos em detrimento de processos, sob o
conceito de biorrefinaria (MENEGAZZO e FONSECA, 2019).

Quanto aos métodos de rompimento celular e extrag¢do de lipidios, o desempenho
do ultrassom como método de pré-tratamento proporciona resultados satisfatorios para
algumas espécies de microalgas. Em estudo utilizando Chlorella sp., Nostoc sp. e
Tolypothrix sp. foram testados diferentes métodos de rompimento celular para extragao
de lipidios, o ultrassom se apresentou como melhor sistema (PRABAKARAN e
RAVINDRAN, 2011). J4 para Chlorella pyrenoidosa nao houve diferenca significativa
quando utilizado agitagdo e ultrassom assistido pela mistura cloroformio:metanol 2:1
(D'OCA, et al., 2011b).

Alguns autores avaliaram a produgdo de biodiesel de microalgas utilizando
catalisadores alcalinos convencionais, e estes ndo foram adequados a transesterificacao
dos lipidios de microalgas devido a reacdo paralela de saponificagdo que ocorre em
decorréncia dos elevados teores de acidos graxos livres (MIAO et al., 2006; SUALI et al.,
2012). A transesterificagdo in situ a partir de biomassa microalgal exige um catalisador
com carga mais alta quando comparada a transesterificacao de 6leos extraidos (CHEN et
al., 2015). Assim, para microalgas, a catalise acida ¢ geralmente usada (RAWAT et al.,
2013; HALIM et al., 2011).

Quanto as propriedades do biodiesel, o padrao de qualidade americano, elaborado
pela ASTM (American Society of Testing and Materials), através da norma ASTM
D6751, e o estabelecido na Unido Europeia através da norma EN 14214 do Comité
Europeu de Normalizacao (Comité Européen de Normalisation - CEN) figuram como os
mais conhecidos e sdo geralmente usados como referéncia ou base para outros padrdes
no controle de qualidade do biodiesel (KNOTHE, 2006). Assim, no Brasil o
Regulamento Técnico da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) n°® 45 de 2014 dispde sobre a especificacdo do biodiesel e as obrigacdes quanto ao
controle da qualidade, com base nas normas da Associa¢ao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), nas normas internacionais da "American Society for Testing and Materials"
(ASTM), da "International Organization for Standardization" (ISO) e do "Comité
Européen de Normalisation" (CEN).

E necessario obter biocombustiveis que atendam aos padres de qualidade, que
sejam sustentaveis e limpos, com viabilidade comercial, portanto mais énfase deve ser

dada aos solventes verdes e técnicas de extragdo mais ecologicas, como menor uso de
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solvente, melhoria na qualidade do biocombustivel, redu¢do da energia e tempo das
etapas de processamento. Dessa forma, o uso do etanol na transesterificacdo in situ da
biomassa microalgal tornara o processo mais ecologico e com o uso do ultrassom espera-
se maior eficiéncia na rea¢do, com a quebra da estrutura celular que permitird maior

liberagdo de lipidios.

6.2 OBJETIVO GERAL
Avaliar o processo de transesterificacdo etilica in situ da biomassa seca da

microalga Chlorella sorokiniana.

6.2.1 Objetivos especificos
v' Determinar a composi¢do dos acidos graxos a partir da transesterificacdo etilica
in situ da microalga Chlorella sorokiniana;
v Verificar as caracteristicas empiricas dos ésteres etilicos obtidos por

transesterificacao etilica in situ da microalga Chlorella sorokiniana.

6.3 MATERIAIS E METODOS
6.3.1 Obtencao da biomassa microalgal
Foi utilizada cepa da microalga Chlorella sorokiniana (Trebouxiophyceae)
adquirida da Fundacao André Tosello (Ref. 211-32), que apos recebida foi cultivada in
vitro no Laboratorio de Bioengenharia da UFGD. Para tal, utilizou-se meio definido
(SUEOKA et al., 1967) em galdes de polipropileno, com aeracao constante, temperatura
ambiente e fotoperiodo controlado (12 h luz / 12 h escuro), a colheita microalgal foi
realizada durante a fase estacionaria. A biomassa foi separada por eletrofloculacao e

depois liofilizada.

6.3.2 Transesterificacao in situ
O biodiesel foi produzido a partir da transesterificagao etilica in sifu da biomassa
de Chlorella sorokiniana de acordo com a metodologia proposta por Sorgatto et al.
(2019), com adaptacdes. A reagdo foi realizada mantendo a proporg¢ao: 1:20 (p / v) com
0,1 g de biomassa seca em 2 mL de 4cido sulfarico (H2SO4 0,2 mol. L) em etanol. As
suspensdes foram submetidas ao ultrassom (40 khz) por 30 min. (T1, T2, T4, T6),

enquanto que T3, TS5 e T7 ndo foram submetidos ao ultrassom. Todas as amostras foram
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agitadas por 2 min e submetidas a aquecimento sob a temperaturas de 70 © C em dry
block, com excegao do T1 que apos a ultrassom a reagdo ja foi concluida (Figura 6.1). A
reagao foi catalisada em tubos de vidro de 15ml, fechados e bem lacrados, submetidos a
vortice periodicamente (3 min a cada 4h). A cada 4h a amostra em triplicata de cada
tratamento foi retirada, até completar 20h de reagdo, sendo T2 e T3- 4h; T4 e T5-12h; T6
e T7-20h (Figura 6.2).

Depois que as reagdes foram concluidas, as suspensdes foram resfriadas a
temperatura ambiente e misturadas com 2 ml de agua destilada para aumentar a polaridade
da fase etanolica e para dissolver o excesso de acidos e glicerol. Foram adicionados 4 mL
de solvente (hexano) e os tubos centrifugados a 2.688 g por 10 min para acelerar a
separagdo de fases. A camada superior, que contém os FAEE, foi extraida e submetida a

filtragdo em filtro de fibra de vidro (0,5um) para a analise cromatografica.

Figura 6. 1 Etapas da producdo do biodiesel. A) biomassa de microalgas em tubo de
ensaio; B) suspensdes submetidas ao ultrassom; C) amostras em aquecimento sob
temperaturas de 70 ° C em dry block; D) amostras sendo centrifugadas para acelerar a
separacdo de fases; E) separacdo de fases; F) filtragdo da amostra e G) armazenamento
das amostras em vials
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Figura 6. 2 Fluxograma metodologico da transesterificagdo in situ etilica a partir da
biomassa da microalga Chlorella sorokiniana.

6.3.3 Derivatizacao
Foi realizada a derivatizagdo dos 0leos utilizando metanol e acido para-tolueno
sulfonico (PTSA). A mistura reacional foi colocada num agitador térmico em tubos
Falcon de 15 mL e mantidos a 60 °C durante 1h. Em seguida, foi adicionado certa
quantidade de 4gua deionizada e hexano (a baixo), e o sobrenadante (fracao apolar) foi
coletada. A fragdo organica foi aquecida para a remocao do hexano, por fim, o contetido
restante (determinagao do perfil lipidico) foi analisado por cromatografia em fase gasosa

(CG).
Quantidades:

-Oleo vegetal: 0,6 g
-PTSA: 0,036 g
-Metanol: 1 mL
-H,0O: 1,5 mL

-Hexano: 1,5 mL

6.3.4 Analise cromatografica
6.3.4.1 Equipamento
Todas as analises foram realizadas num cromatografo a gas da Shimadzu modelo
GC 2010, com detecgao por ionizagdo de chama (FID) e amostrador automatico (AOC-
201). Para a analise foi usada a coluna cromatografica CARBOWAX-20M (0,32 mm x
0,25 pm x 30 m).
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6.3.4.2 Preparo da amostra
A um frasco de vidro de 10 mL foram adicionados cerca de 100 mg da amostra de
biodiesel (6leo derivatizado), em seguida, foi adicionado ao mesmo frasco 10 mL de
tolueno (solvente). Apds a homogeneizacdo, 1 uL da amostra foi injetada no
cromatografo, e, apos a eluicdo dos picos, procedeu-se a identificacdo dos mesmos através
de uma curva de calibracdo previamente injetada no cromatdgrafo, contendo uma série

de ésteres distintos.

6.3.5 Predicao de propriedades do biodiesel
A composi¢cdo de acidos graxos foi detalhada e utilizada para determinar as
caracteristicas do biodiesel como grau de instauragao (GI), nimero de cetano (NC), indice
de iodo (II), indice de saponificagdo (IS), ponto de nuvem (PN), ponto de entupimento de
filtro a frio (PEFF), poder calorifico (PC), viscosidade cinematica (V) e densidade (D).
Todas estas propriedades de combustivel foram determinadas por equacdes empiricas € a
precisao e a confiabilidade dessas equagdes ja foram comprovadas (TALEBI et al., 2014,

SHEKH et al., 2015, RAMOS et al., 2009).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da transesterificacao etilica in situ da biomassa de Chlorella sorokiniana,
os acidos graxos foram identificados e quantificados através de analise cromatografica e
as fragdes em massa foram normalizadas a porcentagem a partir do total de acidos graxos.

A transesterificacdo in situ minimiza o tempo de processamento por eliminar a
etapa de extracdo do 6leo, que ocorre simultaneamente no processo, dessa forma, a
producao de biodiesel com o uso do ultrassom promoveu maior eficiéncia, pela maior
quantidade de AGMI quando comparados ao tratamento sem ultrassom. A a¢do das ondas
ultrassonicas se propaga em meio liquido e em ciclos de alta e baixa pressdo, onde
microbolhas a vacuo sdo produzidas nos ciclos de baixa pressao e, em seguida, colapsam
durante o ciclo de alta pressdo, resultando em cavitagdo, que quebra mecanicamente a
estrutura celular, permitindo a liberag¢do de lipidios (MUBARAK et al., 2015; NETO et
al., 2013), potencializando a transesterificacdo in situ.

O perfil de acidos graxos do biodiesel de C. sorokiniana mostrou diferentes
composi¢des de acordo com o tempo de reacdo e com pré-tratamento (ultrassom ou ndo),
com predominantemente maior porcentagem dos acidos graxos C16 ao C18. De forma

geral, foram observadas as cadeias carbonicas C16:0 (20,27 a 10,93%), C 17:0 (2,14 a
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1,02%), C 18:0 (7,04 a 2,84%), C18:1n9c¢ (50,05 a 16,52%), C18:2n6¢ (35,42 a 15,80%)
e C18:3n3 (33,94 2 2,55%). As cadeias carbonicas C14:0, C20:4n6, C22:0, C24:0 e C24:1

ndo excederam a 3% cada uma e C 22:6n3 ndo excedeu 10% (Tabela 6.1).

Tabela 6. 1 Composi¢ao de acidos graxos obtidos a partir da transesterificagao etilica in

situ da biomassa seca da microalga Chlorella sorokiniana.

Tempo de reaciio (horas)

Acidos 0 12 20
Graxos Com Com Sem Com Sem Com Sem
ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom  ultrassom
C 14:0 - 2,41+£0,02 1,18+0,01 2,18+0,01 - - 1,39+0,04
C16:0 12,32+0,06  13,81+0,02 12,87+0,02  14,09+0,02 10,93+0,01 20,27+0,02 11,79+0,05
Cle:1 1,76+0,04 4,88+0,04 3,04+0,02 5,2540,03  4,64+0,01 2,84+0,02  5,38+0,02
C17:0 - 1,02+0,01  1,30+0,02 - 2,14+0,03 - -
C18:0 4,22+0,01 5,00+0,03  4,42+0,02 6,33+£0,02  2,84+0,02 7,04+£0,02  5,40+0,04
C18:1n9¢  17,49+0,08 30,20+0,03 36,76+0,05 50,05+0,04 16,52+0,01 28,18+0,01 41,58+0,03
C18:2n6c  22,95+0,02  15,80+0,02 24,50+0,05 16,11£0,03 16,22+0,02 35,42+0,01 19,72+0,02
C18:3n3  33,94+0,03 21,46+0,01 11,15+0,03  2,55+0,04 28,06+0,01 4,594+0,01 13,35+0,06
C20:4n6 1,11+0,02 1,02+0,01  1,30+0,03 0,29+0,02 1,72+0,01 0,88+0,01 0,45+0,04
C22:0 1,08+0,01 1,08+0,01 0,75+0,01 0,54+0,02  2,53+0,01 0,80+0,02  0,29+0,03
C22:6n3 0,84+0,01 0,82+0,01  0,50+0,01 - 9,55+0,01 - 0,22+0,02
C24:0 2,92+0,01 - 1,83+0,02 1,224+0,02 - - 0,57+0,02
C24:1 1,30+0,03 - - 1,36+0,1 - - -
AGS 20,54+0,05 23,31+0,01 22,33+0,03 24,34+0,01 18,44+0,02 28,10+0,06 19,43+0,01
AGMI 20,55+0,10  35,08+0,01 39,79+0,03  56,63+0,04 21,16+0,01 31,02+0,04 46,96+0,01
AGPI 58,83+0,08 39,11+0,01 37,45+0,04 18,95+0,09 55,55+0,01 40,89+0,04 33,7340,14
NI - - 0,43+0,01 - 4,81+0,11 - -

C 14:0- &cido miristico; C16:0- &cido palmitico; C16:1- acido palmitoléico; C17:0- acido
heptadecendico; C18:0- 4cido estedrico; C18:1n9c- acido oleico; C18:2n6¢c- 4acido linoleico;
C18:3n3- acido linolénico; C 20:4n6- acido araquidonico; C 22:0- acido behénico; C 22:6n3-
acido docosa-hexaenoico; C 24:0- acido lignocérico; C 24:1- 4cido nervonico. AGS: Acido graxo
saturado; AGMI: Acido graxo monoinsaturado; AGPI: Acido graxo poli-insaturado. NI: nio
identificado

Os 4acidos graxos identificados e quantificados, palmitico (C16:0), estearico
(C18:0), oleico (C18:1n9c) e linoleico (C18:2n6c¢) sdo reconhecidos como os principais
acidos graxos no biodiesel (KNOTHE, 2005). A presenca de acidos
graxos monoinsaturados na mistura de biodiesel melhora a estabilidade oxidativa e o
desempenho a baixas temperaturas. Os dcidos graxos saturados na mistura aumentam o
indice cetano e a estabilidade do biodiesel (RAMOS et al., 2009; ASHRAFUL et al.,
2014).
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A composi¢do de ésteres etilicos obtidos entre os tempos de reacdo analisados,
apresentaram a maior porcentagem de acidos graxos saturados (AGS) em 20h de reacdo
com pré-tratamento no ultrassom com 28,05% de AGS, enquanto que sem a utilizagdo do
ultrassom apresentaram apenas 19,42% de AGS. Quanto aos valores de acidos graxos
monoinsaturados (AGMI), em 12h de reagdo com ultrassom apresentaram 56,63%, mais
que o dobro da quantidade sem ultrassom (21,15%), os menores valores para os acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) com 18,95%, também foram quantificados em 12h de
reacdo com ultrassom (Tabela 6.1).

H4é na literatura poucas pesquisas de transesterificacao etilica microalgal para
corroborar com os resultados do presente trabalho (BATISTA et al., 2018; JAZIE et al.,
2019; GUMBYTE etal., 2013; LEMOES et al., 2016; SORGATTO et al., 2019; TOBAR
e NUNEZ 2018). Através da transesterificacdo etilica convencional de Chlorella sp.
aplicando um método enzimatico, Gumbyte et al. (2013), identificaram acidos graxos
com as seguintes cadeias carbonicas: C 14:0 0,31%, C16:0 31,09%, C16:1 2,28%, C17:0
0,47% C 18:0 4,11%, C18:1 43,01% C18:2 10,95% e C18:3 6,03%, C20:0 0,57%, C20:1
0,51%, C22:0 0,24% ¢ C 24:1 0,02%, o conteudo de AGS de 36,91% foi mais elevado
do que o obtido no presente trabalho (28,05%), assim como o teor de AGI com 63,09%.

O trabalho de Batista et al. (2018) através da transesterificacdo etilica
convencional de Chlorella protothecoides, em catalise alcalina, obteve a composicao das
cadeias carbonicas com C16:0 4,79%, C16:1 0,23%, C 18:0 1,72%, C18:1 62,17%, C18:2
22,33% e C18:3 6,66%, C20:0 0,55%, C20:1 1,55% e valores inferiores na quantificagao
dos AGS 7,06%, quando comparados ao do presente trabalho e valores muito elevados
de AGI 92,94%. Quando determinadas as propriedades do biodiesel os autores
supracitados concluiram que o biodiesel etilico de microalgas apresentou propriedades
semelhantes a outros biodieseis derivados de 6leos vegetais, demonstrando a viabilidade
dessa matéria-prima para a producgdo deste biocombustivel.

No presente trabalho, houve o aumento das cadeias monoinsaturadas com a
utiliza¢do do ultrassom e o aumento das cadeias poli-insaturadas sem o ultrassom, ambos
em 12h de rea¢do. Nota-se na literatura que a utilizacdo de diferentes catalizadores,
temperaturas e métodos, influenciam diretamente a reacdo e consequentemente a
composicdo das cadeias carbOnicas. Dessa forma, a quantidade de acidos graxos
saturados e insaturados varia dependendo das condigdes operacionais utilizadas em cada

experimento, o que afeta suas propriedades fisicas e quimicas (HOEKMAN et al., 2012).
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Para avaliar a qualidade dos ésteres etilicos produzidos a partir da
transesterificagdo etilica in situ da biomassa de C. sorokiniana, comparou-se as
propriedades empiricas obtidas com os padrdes de qualidade brasileiro (ANP 45/2014),
americano (ASTDM D6751) e europeu (EN 14214) (Tabela 6.2).

Os valores do indice de iodo apresentaram-se dentro dos padroes de qualidade
para ésteres etilicos produzido em 4h de reagdo sem ultrassom, em 12h com ultrassom e
20h com e sem ultrassom. Quanto ao numero de cetano estiveram dentro dos padrdes os
¢ésteres etilicos obtidos em 4h de reagcao sem ultrassom e em 12 e 20h com ultrassom. Para
os valores de densidade, os ésteres etilicos de todos os tratamentos estiveram dentro dos
padrdes. Ja para os valores de viscosidade, nenhum dos tratamentos esteve dentro dos
padrdes de qualidade exigidos. Para as demais propriedades avaliadas, ndo ha padrdes
determinados (Tabela 6.2).

A densidade e a porcentagem de cada acido graxo, juntamente com numero de
duplas ligacdes afetam os indices de iodo e saponificacdo, que simultaneamente,
impactam no numero de cetano, ou seja, na capacidade do combustivel em queimar
rapidamente ap0s ser injetado; quanto maior o numero de cetano mais curto serd o tempo
de ignicao, refletindo na qualidade da igni¢do do combustivel (LOBO et al., 2009;
WANG et al., 2012). E preferivel que haja predominancia de AGS, que possuem alto
numero de cetano e sdo menos propensos a oxidacdo que os compostos insaturados
(CANAKCI, 2007).

O maior valor de AGS de cadeias carbonicas C16:0 ¢ C18:0 e AGMI,
predominantemente C18:1, estiveram relacionados com o maior valor para o nimero de
cetano, pois quanto mais longa a cadeia de acidos graxos e mais cadeias saturadas, maior
o numero de cetano. De acordo com Knothe et al. (2003), altos nimeros de cetano foram
observado para AGS, como palmitico (C16:0) e acidos estedricos (C18:0). Ramos et al.,
(2009) estudaram a influéncia da composi¢ao de acidos graxos na qualidade do biodiesel
e a alta quantidade de AGMI: C18: 1, C20: 1 e C22: 1 deram um alto indice de cetano
aos biodieseis, portanto, as melhores propriedades para o biodiesel estdo relacionadas
com o alto teor oleico C18:1, porque esses t€ém o maior conteido monoinsaturado.

Altos valores de AGPI, promoveram valores do indice de iodo acima dos
recomendados pelos padrdes de qualidade do biodiesel, em 12h de reagdo sem ultrassom.

Assim, a limitac¢do de 4cidos graxos insaturados € necessaria devido ao fato de que o
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Tabela 6. 2 Propriedades dos ésteres etilicos obtidos a partir da transesterificagdo etilica in situ da biomassa seca da microalga Chlorella

sorokiniana.
Tempo de reaciio (horas) . . Lo
Propriedades 0 4 " 20 Padroes de qualidade do biodiesel
doestieliszzzes Com Com Sem Com Sem Com Sem Brasil EUA EU
ultrassom ultrassom  ultrassom ultrassom  ultrassom ultrassom  ultrassom ANP ASTDM EM 14214
45/2014 D6751
GI 138,45+0,61  113,30+0,01 114,68+0,04  94,52+0,23 132,25+0,02  113,30+0,59 114,42+0,28 - - -
IS 199,49+0,26  198,38+0,04 200,50+0,04 201,89+0,28 189,26+0,08  203,10+0,04 202,78+0,29 - - -
11 160,40+£0,32  126,65+0,10 117,63+£0,02  88,284+0,28 175,70+0,02  107,83+0,14 117,51+0,43 - - 120 max.
NC 37,58+40,11 45,32+0,01 47,06+0,01 53,47+0,10  35,61+0,01 48,90+0,06 46,78+0,13 - 47 min. 51 min.
FSCL 10,80+0,02 5,50+0,01 8,27+0,03 7,81£0,02  6,31+0,01 6,74+£0,04  5,45+0,11 - - -
PEFF* 17,44+0,06 0,80+0,04 9,51+0,09 8,05+0,06 3,34+0,02 4,70+0,13 0,63+0,34 Porregido Porregido Por regido
PN 1,49+0,03 2,27+0,01 1,78+0,01 2,42+0,01  0,76+0,01 5,67+0,01 1,21+0,03 - - -
PC 39,3940,05 38,3840 39,30+0,01 39,4840,06 37,46+0,01 39,4440,01  39,48+0,05 - - -
A% 1,25+0 1,23+0 1,310 1,37+0,01 1,14+0 1,31+0 1,30+0 3,00-6,00  1,90-6,00  3,50-5,00
D 0,88+0,01 0,85+0 0,87+0 0,87+0 0,84+0 0,87+0 0,87+0 0,85-0,90 - 0,86-0,90

GI- Grau de insaturagdo; IS- Indice de saponificagdo (mg g); II- Indice de iodo (g I/100g); NC- Numero de cetano; FSCL- Fator saturado de
cadeia longa; PEFF- Ponto de entupimento do filtro a frio (° C), PN: Ponto de nuvem (° C); PC: poder calorifico, (MJ kg™!), V- Viscosidade (mm?
s1); D- Densidade (g cm™). PEFF*variavel sazonal.
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aquecimento de acidos graxos insaturados mais elevados resulta na polimerizagdo de
glicerideos, a correlacdo entre o indice de iodo e o grau de insaturagao ¢ dada por Ramos
et al. (2009), como o indice de iodo ¢ uma medida da insaturagao total de um acido graxo,
um aumento linear com o grau de insaturagdo foi observado, portanto, quanto mais
insaturagdo maior o indice de iodo.

Um dos maiores valores para o ponto de entupimento do filtro a frio (PEFF) esteve
relacionado com a alta quantidade dos acidos graxos palmitico (C16:0) e estearico
(C18:0). Acidos graxos insaturados atuam essencialmente como solventes, nos quais os
acidos graxos saturados sdo dissolvidos e a partir dos quais precipitam por efeito da
temperatura (LOPES et al., 2008). Desta forma, Ramos et al. (2009) relataram que ¢
possivel prever uma relagao direta dos valores do PEFF do biodiesel com o contetido de
acidos graxos saturados, dando mais peso aqueles com cadeia de carbono mais longa.

Os valores de viscosidade ndo atenderam os padroes de qualidade, com valores
bem inferiores. Os fatores que influenciam a viscosidade sdo o comprimento da cadeia,
posicdo, nimero e natureza das ligagdes duplas, bem como a natureza das porgdes
oxigenadas, assim, possivelmente a presen¢a das insaturagdes, que alteram a geometria
das cadeias e acidos graxos, tornando as forcas intermoleculares menos efetivas,
reduziram a viscosidade (KNOTHE; STEIDLEY 2005). O controle da viscosidade visa
garantir um funcionamento adequado dos sistemas de injecdo ¢ bombas de combustivel.
Sua determinagao ¢ relevante também para monitorar indiretamente a contaminagdo do
biodiesel, pois os sabdes residuais, bem como os glicerideos nao reagidos (mono-, di- €
triglicerideos) e os produtos da degradacdo oxidativa do biodiesel, aumentam a
viscosidade do biodiesel (LOBO et al., 2009).

As equacgdes empiricas para avaliar as propriedades dos ésteres etilicos podem ser
utilizadas quando se ¢ dificil obter uma amostra suficientemente grande, a partir de uma
matriz emergente para andlises detalhadas, como ¢ o caso do biodiesel de microalgas,
portanto, utilizar a estimativa empirica permitiu uma compreensiva avaliacdo da
qualidade do biodiesel (TALEBI et al., 2014, SHEKH et al., 2015, RAMOS et al., 2009).
Assim o proximo passo ¢ produzi-lo em maior escala para realizar as andlises seguindo
as normas das regulamentagdes, pois essas analises manuais requerem uma grande
quantidade de amostra e levam muito tempo para serem realizadas, além dos gastos com
0s materiais e reagente necessarios para tais analises.

Desta forma, os ésteres etilicos produzidos a partir da transesterificagao etilica in

situ da biomassa de Chlorella sorokiniana, que apresentou a melhor rela¢do entre acidos
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graxos saturados em maior quantidade e poli-insaturados em menor quantidade, como ¢
preferivel, em 12h de reagdo com o uso do ultrassom, com 24,34% de AGS, 56,63% de
AGMI e 18,95% de AGPI. Quanto as propriedades avaliadas empiricamente, com
excecdo da viscosidade, estas apresentaram-se consistentes com a regulamentagdo
brasileira (ANP 45/2014), americana (ASTDM D6751) e europeia (EN 14214).

Assim, os ésteres etilicos produzidos atenderam a maioria dos padrdes de controle
de qualidade. Torna-se necessario apenas mais estudos que avaliem a formacdo e a
quantidade das cadeias carbonicas insaturadas, afim de produzir um biodiesel que atenda
os padroes de viscosidade exigidos pelas regulamentagdes brasileira (ANP 45/2014),

americana (ASTDM D6751) e europeia (EN 14214).
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CAPITULO 8
CONCLUSAO GERAL

A partir da revisdo dos biocombustiveis produzidos de biomassa microalgal,
observou-se que as microalgas sdo potencialmente uma forma sustentavel de produzir
biocombustiveis, necessitando apenas da adequagdo metodologica das tecnologias de
produgdo para cada espécie, a fim de potencializar a geragdo do biocombustivel que
deseja obter.

Para realizar o cultivo microalgal em vinhaca foi necessaria a clarificacdo da
mesma, para reducdo de cor e turbidez. Como produto alternativo a semente de Moringa
oleifera + filtro de vidro foi eficiente na clarificacdo da vinhaga com maior percentual de
reducao de cor e turbidez obtido utilizando 30 g.L‘1 de semente, com 68, 92% e 78,78%
de redugdo, respectivamente. Dessa forma, ndo ha razdo para se desperdicar a vinhaca,
seja descartando ou armazenando-a, ja que devidamente tratada, a sua utilizagdo como
fonte de nutrientes para o cultivo microalgal podera ser uma alternativa.

Posteriormente utilizou-se a vinhaga com os melhores resultados de clarificagao
como meio para o cultivo microalgal. Os valores 6timos de densidade foram verificados
para microalgas cultivadas em vinhaca diluida e suplementada com fertilizante NPK.
Apesar da vinhaga clarificada ter sido eficiente em estudos na literatura, no presente
trabalho se mostrou um fator de inibicdo para o crescimento de C. sorokiniana, esses
resultados sugerem novos estudos para a compreensdao dos processos quimicos pos
clarificagdo necessarios para o crescimento 6timo da microalga.

Dada a relevancia da analise de métodos de quantificacdo e avaliagao da cinética
de crescimento, foi possivel quantificar as microalgas através de uma técnica e
transformar tais valores através das equacgdes geradas pela regressdo linear as varidveis
de densidade celular, densidade optica e biomassa seca obtida pelo cultivo de microalgas
em diferentes concentragoes.

Quanto as aplicagdes da biomassa microalgal, os ésteres etilicos produzidos
através da transesterificacdo etilica in situ da biomassa de Chlorella sorokiniana
atenderam a maioria dos padrdes de controle de qualidade. Torna-se necessario apenas
mais estudos que avaliem a formagao e a quantidade das cadeias carbonicas insaturadas,
afim de produzir um biodiesel que atenda os padrdes de viscosidade exigidos pelas
regulamentacdes brasileira (ANP 45/2014), americana (ASTDM D6751) e europeia (EN
14214).
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A producao de biofilmes pelo método de casting com a microalga C. sorokiniana,
gelatina e glicerol, demonstrou excelentes caracteristicas para embalagens de alimentos
nas concentragdes contendo 0,5g de microalga, 2,5g de gelatina e 1,5 g de glicerol em
100 mL! (F3) e 1,5g de microalga, 2,5g de gelatina e 1,5g de glicerol em 100 mL™! (F4),
além do controle 1,0g de microalga, 2,0g de gelatina e 2,0g de glicerol em 100 mL™! de
agua (F9). Os filmes demonstraram ser uma barreira, em todas as concentragdes de
biomassa microalgal avaliadas para o desenvolvimento dos microrganismos
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Salmonella
typhimurium.

Assim, a clarificacdo da vinhaga aumentou as perspectivas de tratamento para este
residuo, sendo possivel o aumento do seu ciclo de vida, com a possibilidade de utilizacao
da mesma para o cultivo de microalgas. No entanto, os resultados do cultivo de C.
sorokiniana em vinhaca, sugerem novos estudos para a compreensao dos processos
quimicos pos clarificagdo necessarios para o crescimento 6timo da microalga, criando um
impulso para aprimorar essa tecnologia para gera¢ao de energia e bioprodutos. Como
também mais pesquisas que avaliem a formagdo e a quantidade das cadeias carbonicas
insaturadas dos ésteres etilicos, a fim de atender os padrdes para viscosidade exigidos
pelas regulamentacdes brasileira (ANP 45/2014), americana (ASTDM D6751) e europeia
(EN 14214).



