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RESUMO

As microalgas sd&o um grupo de micro-organismos unicelulares ou multicelulares,
fotossintéticos que tem capacidade, em sua maioria, de utilizar fontes de carbono organica e
inorganica para seu desenvolvimento. A biomassa microalgal vem sendo proposta como
matéria-prima para a producdo de energia e outros produtos devido a alta produtividade,
possibilidade de utilizar dguas residuais e o fato de ndo serem necessérias terras férteis para o
cultivo. Além de sintetizar e armazenar lipidios em forma de triacilglicerdis para producéo de
biodiesel, elas podem utilizar efluentes tanto liquidos quanto gasosos proveniente da producdo
e aplicacdo deste biocombustivel como nutriente para seu desenvolvimento. O trabalho teve
como objetivo cultivar microalgas utilizando efluentes liquido (glicerol) e gasoso (CO>) da
industria bioenergética e avaliar a capacidade de conversdo em biodiesel da biomassa obtida.
O trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foi realizado o cultivo mixotréfico
das microalgas Spirulina sp LEB18, Chlorella fusca LEB 111 e Scenedesmus actus LEB 116
em biorreatores tubulares de 1,8 L de volume util em estufa termostatizada a 30 °C e 43,2 umol
m2 s de iluminancia. Foram utilizados nos experimentos o meio de cultivo padrdo de cada
microalga complementado com glicerina P.A 0,01 mol.L? em batelada e batelada alimentada.
Foram avaliados o desenvolvimento das microalgas nos diferentes modos de cultivo com
substrato glicerol, rendimento de biodiesel e quantificados os ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMES). As microalgas ndo tiveram suas produtividades afetadas pelos modos de cultivo.
Dentre as cepas estudadas, Spirulina sp LEB 18 obteve o maximo rendimento em biodiesel
(51,5%) no experimento em batelada, com percentual lipidico de 24,1%. De acordo com a
composi¢do de FAMEs, o 6leo produzido também nesta condicdo, seria 0 mais estavel com
58,3% de ésteres saturados e 29,9% insaturados. As microalgas estudadas apresentaram
composicdo de &cidos graxos semelhantes a de 6leos produzidos a partir de vegetais superiores
(C16 e C18) e presenca do acido oleico (18:1), indicador de qualidade do biodiesel. Na segunda
etapa, foi realizado o cultivo da microalga Spirulina sp LEB 18 utilizando 10% (v/v) CO2 como
fonte de carbono e com reducéo da fonte de nitrogénio. O cultivo foi realizado em escala piloto
em fotobiorreator tubular horizontal equipado com air lift de 150 L de volume atil em estufa
termostatizada a 30° C e 43,2 umol m s de iluminancia. Foram avaliadas a capacidade de
biofixacdo de CO: e desenvolvimento da microalga além da composicdo da biomassa em
lipidios, carboidratos e proteinas. Foi obtido o rendimento tedrico de biodiesel através da
transesterificacdo in situ e convencional além da avaliacdo qualitativa do éleo a ser obtido pela
microalga através da composicao de ésteres metilicos. Spirulina apresentou em sua composicao
proteinas (47,3%), carboidratos (13,4%) e lipidios (32,7%). Os lipidios avaliados quanto a
producdo de biodiesel apresentaram rendimento tedrico de 19,8% para transesterificacdo in situ
e 47,9% para transesterificacdo convencional destacando a importancia da avaliacdo das
condicGes de extracdo do 6leo microalgal. A microalga teve capacidade de biofixar 160 mg.L.d"
! de CO; gerando biomassa a uma produtividade maxima de 0,02 g.L.d. Os biocompostos
produzidos possuem aplicabilidade nas industrias alimenticia farmacéutica e energética. Os
resultados obtidos no trabalho reforcam a ideia da aplicagédo do conceito de fotobiorrefinaria
para o0 aproveitamento de todos os compostos da microalga viabilizando a producdo de
bioprodutos, em especial, biocombustiveis, tornando o processo ainda mais sustentavel. O
consumo de CO- e glicerol como fonte nutricional além de reduzir os custos do processo fecham
um ciclo dentro do conceito de biorrefinaria microalgal, podendo consumir o eflluente
produzido através da producéo e aplicacdo de biocombustiveis. A biomassa microalgal possui
potencial para producéo de biodiesel que pode ser aplicado em substituicdo ou em mistura com
diesel tradicional.

Palavras-chave: biofixa¢do de CO, biocombustiveis, energia, glicerol.






ABSTRACT

Microalgae are a group of unicellular or multicelular, photosynthetic microorganisms with
capacity, in most cases, to use organic and inorganic carbono sources for its development.
Microalgal biomass has been proposed as a raw material for energy and other products
production due to high productivity and flexibility of cultivation. Microalgae are capable to use
waste water and there’s not necessary fertile land for cultivation. In addition to synthesize and
store lipids in the form of triglycerides to biodiesel production, they can use both liquid and gas
biofuel production and application waste for its development. The aim was to cultivate
microalgae with liquid (glycerol) and gas (CO2) efluente of bioenergetic industry and evaluate
obtain biomass biodiesel conversion capacity. The work was divided into two stages. In the first
step was performed mixotrophic cultivation of Spirulina sp LEB 18, Chlorella fusca LEB 111
and Scenedesmus actus 116 LEB microalgae strains in tubular photobioreactor (1,8 L) at 30° C
and 43.2 umol m 2 s illuminance. Were used in the experiments standard culture médium for
each microalga supplemented with puré glycerine 0.01 mol L in batch and fed-batch cultures.
We assessed the development of microalgae in different modes of cultivation with substrate
glycerol, biodiesel yield and quantified the fatty acid methyl esters (FAMESs). Microalgae
haven’t had their productivity affected by cultivation modes. Among the strains studied,
Spirulina sp LEB 18 had a higher yield of biodiesel (51.5%) in bach cultivation, with lipid
percentage of 24.1%. According to FAMEs composition, the oil, also produced in this
condition, would be the more stable with 58.3% of saturated FAMEs and 29.9% unsaturated.
Microalgae showed fatty acid composition similar to oils produced from higher plants (C16 and
C18) and the presence of oleic acid (18: 1), an indicator of quality biodiesel. In the second step
was performed cultivating Spirulina sp LEB 18 using 10% (v/v) CO- as the carbon source and
nitrogen source reduction. Cultivation was carried out on a pilot scale in horizontal tubular
photobioreactor equipped with air lift, 150 L working volume at 30 ° C and 43.2 pmol m? s!
illuminance. Were evaluated biofixation capacity of CO, and development of microalgae
beyond the composition of biomass into lipids, carbohydrates and proteins. Was obtained
theoretical yield of biodiesel by in situ and conventional transesterification, and qualitative
evaluation of oil was made by using the composition of FAME. Spirulina composition
presented macronutrients: protein (47.3%). carbohydrates (13.4%) and lipids (32.7%). Lipids
evaluated for biodiesel production presented theoretical yield of 19.8% for transesterification
in situ and 47.9% for conventional highlighting the importance of evaluating the extraction
conditions of microalgal oil. The microalgae had biofixation capacity of 160 mgcoz.Ld™?
generating biomass to a maximum throughput of 0.02 g.Ld1. Produced biocompounds have
applicability in the pharmaceutical, food and energy industries. The obtained results reinforce
the application of the photobiorrefinary concept to take advantage of all of microalgae
compounds enabling the production of bioproducts, in particular biofuels, making it a even
more sustainable process. The consumption of CO- and glycerol as nutritional sources, reduce
costs and closing a cycle within the concept of microalgal biorefinery, may consume the waste
produced by the production and application of biofuels. The microalgal biomass has potential
for biodiesel production that can be applied in place of or in combination with traditional diesel
fuel.

Keywords: biofuels, CO- biofixation, energy, glycerol,






NOMENCLATURA

Umax - velocidade especifica maxima de crescimento (d?)
AGL - acidos graxos livres

ATP - adenosina trifosfato

Chiodiesel— concentragdo de biodiesel (g.L™)

Clipidios — concentracao de lipidios (g.L ™)

CO:2 - Dioxido de carbono

FA - acimulo de CO: fixado (g CO2)

FAME - ésteres metilicos de acidos graxos

FBRT — fotobiorreator tubular

Fco2 - fixacdo diaria maxima (%)

FD - fixagdo diaria de CO2 (g COzfixado 9" *CO2injetado dia)
FDA - Food and Drug Administration

GRAS - Generally Recognized as Safe

Mec - massa molar do carbono (g mol™?)

Mco2 - massa molar do diéxido de carbono (g mol™)
MeOH - metanol

Mid - massa de CO- injetada diarimente (g CO>)
Pmax - produtividade maxima (g L1 d?)

PSI - fotossistema |

PSII - fotossistema 11

Rbiodiesel — rendimento de biodiesel tedrico (%)
tiipidios — teor de lipidios na biomassa (%)

Vbiorreator - VOlume de meio no biorreator (L)

Xcbm - fracdo massica de carbono (gC gtamostra)

Xmax - concentragdo celular maxima (g L™?)
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1 INTRODUCAO

O uso continuo de combustiveis derivados do petroleo é reconhecido como forma
de obtencédo de energia ndo sustentavel devido suas fontes esgotaveis e sua contribuicéo para o
acumulo de gases do efeito estufa. A aplicacdo de biocombustiveis provenientes de fontes
bioldgicas, surgem como alternativa energética sendo propostos como promissora rota para
reducdo da emissdo de CO2 e dependéncia mundial por combustiveis fosseis (PANDEY et al.,
2014). O biodiesel é um biocombustivel, geralmente produzido por meio de plantas oleaginosas
como soja e palma (TRAN, CHEN, CHANG, 2013). Problemas associados ao cultivo de
vegetais superiores para a produgdo de biocombustiveis estdo relacionados principalmente a
safra e a quantidade de terra disponivel para plantio (PANDEY et al., 2014). Além disso, 0 uso
de alimentos para essa finalidade pode gerar um aumento no preco desses produtos, muitos
basicos para a alimentacdo humana (THOMPSON; MEYER, 2013).

A biomassa microalgal tem sido proposta como matéria-prima para a producédo de
energia e outros bioprodutos. Além da alta produtividade, para o cultivo de microalgas podem
ser utilizadas aguas residuais, ndo sdo necessarias terras férteis e a colheita pode ser realizada
diariamente. Esses micro-organismos possuem habilidade de se desenvolver em diferentes
condigdes ambientais, podendo ser cultivados o ano inteiro. Possuem capacidade de modificar
eficientemente seu metabolismo lipidico sob condicGes de estresse celular tornando-se
interessantes para sintese de triacilglicerdis apolares, substrato para producdo de biodiesel
(DAMIANI et al., 2010). O contetdo medio de lipidios das células microalgais pode variar
entre 1% e 70%, compostos de glicerol, acUcares ou bases esterificadas em acidos graxos
saturados ou insaturados (SPOLAORE et al., 2006; LOURENCO, 2006).

A producdo de biocombustiveis por microalgas possui como principal desafio a
reducdo dos custos de producdo. O cultivo destes micro-organismos requer meios de cultura
compostos por diversos nutrientes, incluindo carbono, que representa cerca de 50% do total de
compostos (DOUCHA, STRAKA,; LIVANSKY, 2005). Pesquisas na area de biotecnologia
microalgal para producéo de energia, tem enfocado o estudo de substratos mais econémicos. A
aplicacdo de efluentes industriais, incluindo os da propria industria bioenergética, como glicerol
e COg, representa uma redugdo nos custos de producdo e tratamento destes fluidos (FENG et
al., 2014). Outra alternativa para reducdo de custos da producéo de biocombustiveis de origem
microalgal, envolvem a producéo de biocompostos, de alto valor agregado paralelamente dentro
do conceito de fotobiorrefinaria (GOUVEIA, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Cultivar microalgas utilizando efluentes liquido (glicerol) e gasoso (CO2) da

indUstria bioenergética e avaliar a capacidade de conversao em biodiesel da biomassa obtida.

2.2 Obejtivos especificos

Avaliar a capacidade de producdo de lipidios e desenvolvimento celular por
microalgas utilizando efluentes liquido (glicerol) e gasoso (CO.) produzidos a partir da
producdo de biodiesel;

Selecionar microalgas que apresentem maximo teor de lipidios e rendimento de
biodiesel em cultivos complementados com glicerol;

Avaliar a capacidade de biofixacdo de COz e produgéo de biodiesel pela microalga
Spirulina sp LEB-18;

Determinar o perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos das microalgas cultivadas

para avaliacdo da qualidade do biodiesel a ser extraido.
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3 JUSTIFICATIVA
O diesel, combustivel de origem fossil, tem funcdo essencial na economia industrial de
um pais pelo seu uso no transporte de bens industriais e agroindustriais. Segundo dados da
Agéncia Nacional de Petroleo (ANP) o 6leo diesel representa 55,7% na matriz de combustiveis
veiculares no Brasil. A elevada demanda de energia no mundo industrializado e os problemas
de poluicdo causados devido ao uso difundido de combustiveis fosseis, tornam cada vez mais
necessario estudar fontes de energia renovaveis de duracdo ilimitada e de menor impacto
ambiental. Esta constatacdo estimulou o interesse recente na busca de fontes alternativas para
combustiveis derivados do petroleo (MEHER et al., 2006).

A biomassa microalgal pode ser utilizada na formulagdo de diversos bioprodutos
devido sua composicdo rica em nutrientes como proteinas, lipidios e carboidratos que vem
sendo muito estudados como fonte de energia (MORAIS; COSTA, 2007a). Esses micro-
organismos reagem a variacdes do meio exterior com alteragcdes do seu meio intracelular, a
manipulagdo de condi¢bes de cultivo, presenca ou auséncia de nutrientes, estimulam a
biossintese de determinados compostos. Os lipidios sdo um dos principais componentes das
microalgas e desempenham importante papel nutricional como fonte de energia e acidos graxos
essenciais (NELSON; COX, 2011). Além disso, os &cidos graxos de microalgas podem ser
utilizados para producdo de biodiesel que é um combustivel menos poluente que o diesel de
petroleo (MORAIS; COSTA, 2008).

Na area energética as microalgas tem se destacado devido a habilidade de se
desenvolver em diferentes condi¢cbes ambientais e capacidade de modificar o metabolismo,
tornando-se interessantes para sintese de triacilglicerdis apolares (TAGs), o melhor substrato
para producdo de biodiesel (DAMIANI et al., 2010). Para o cultivo de microalgas podem ser
utilizadas terras ndo usadas para a agricultura, diferente das fontes de alimentos utilizadas para
producdo de biodiesel como a soja (COSTA; MORAIS, 2011). O uso de alimentos para a
producdo de biocombustiveis pode acarretar no aumento do preco desses produtos, muitos
basicos para a alimentagdo humana como os cereais (THOMPSON; MEYER, 2013).

O cultivo de microalgas, especialmente utilizando residuos ricos em nutrientes,
constituem possibilidade promissora de obtencdo de compostos com potencialidade para a
geracdo de energia, a0 mesmo tempo que favorece uma forma de controle para estes materiais.
Podem crescer utilizando o COg, principal gas de efeito estufa, proveniente da queima de
combustiveis fosseis, como Unica fonte de carbono pelo metabolismo autotréfico, ou utilizar
fontes de carbono orgéanicas, como glicerol pelo metabolismo heterotréfico e mixotrofico
(ANDRADE; COSTA, 2008). O glicerol € um efluente da converséo de dleos vegetais em
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biodiesel. Apos a reacdo de transesterificacdo aproximadamente 10% da matéria-prima é
convertida a glicerol. Como consequéncia, uma grande quantidade de glicerol vem se
acumulando e a utilizacdo deste composto como fonte de carbono € uma forma de agregar valor
a esta matéria-prima atraves da geragdo de bioprodutos. As microalgas quando cultivadas com
glicerol podem sintetizar metabdlitos de alto valor agregado, como por exemplo, &cidos graxos
de cadeia longa (ABAD; TURON, 2012).

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande,
desde 1996, trabalha na linha de pesquisa em torno das propriedades e condicGes de cultivo de
microalgas (MORAIS et al., 2014). Entre os diversos aspectos pesquisados, ja foram estudados
substratos alternativos para o crescimento (FREITAS, 2012; BRACHER, 2015; MORAIS;
DUARTE, 2012), configuracdes de fotobiorreatores e modos de cultivo (MORAES, 2014,
RADMANN, et al., 2007), efeito de fatores como temperatura (COLLA et al., 2004),
iluminéncia (ANDRADE; COSTA, 2007), taxa de renovacdo e concentracdo de corte
(MOREIRA, 2014) no crescimento e composi¢do da biomassa de microalgas. Nos estudos
relacionados a producdo de biocombustiveis, foram realizados screening de cepas para a
producdo de bioetanol (MARGARITES, 2010; MARGARITES, 2014) e producdo de
biometano (ANDRADE, 2009; FRANK, 2013, GOULARTE, 2014). Em relacdo ao estudo de
substratos alternativos para o crescimento e producdo de biocombustiveis, o presente trabalho
pretende contribuir de modo significativo nas pesquisas do grupo de trabalho.
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4. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA
4.1 Microalgas

As microalgas sdo organismos que desempenham um papel chave nos ecossistemas
aquaticos. Estima-se que cerca de 40% da fotossintese global é executada por esses micro-
orgaos. S&o responsaveis pela base da maior parte da cadeia tréfica aquatica. Em alguns
ambientes costeiros, a biomassa de microalgas pode igualar ou até mesmo ultrapassar a
biomassa de bactérias (MORENO-GARRIDO, 2008). Esses micro-organismos reagem a
variacbes do meio exterior com alteracdes do seu meio intracelular. Desta maneira, a
manipulacdo de condigdes de cultivo, presenca ou auséncia de determinados nutrientes,
estimula a biossintese de compostos. Este fato foi pela primeira vez referenciado por Tamiya
(1957) em Richmond (1990), que modificou a composicdo da biomassa de Chlorella,
principalmente o seu teor em lipidos e proteinas, variando as condic¢des de cultivo.

Microalgas de células procaridticas (cianobactérias), ndo possuem organelas
ligadas a membrana (plastidios, mitocondrias, nicleo, complexo de Golgi e flagelos) e sdo mais
similares a bactérias do que a algas. As de células eucarioticas, que abrangem uma grande
quantidade de espécies, possuem organelas que controlam as fungdes celulares, permitindo a
sobrevivéncia e reproducdo. As microalgas eucarioticas sdo categorizadas em uma variedade
de classes basicamente definidas por sua pigmentagéo, ciclo de vida e estrutura celular. As
classes mais importantes sdo: algas verdes (Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta) e
diatoméaceas (Bacillariophyta) (KHAN et al., 2009).

O metabolismo das microalgas pode ser autotréfico ou heterotréfico, o primeiro
requer apenas compostos organicos como COy, sais e energia solar para o desenvolvimento; o
segundo, ndo realiza fotossintese, portanto requer uma fonte de compostos organicos externa
para utilizar como nutriente e fonte de energia. Algumas espécies fotossintéticas sao
mixotréficas, possuem habilidade de realizar fotossintese e utilizar fontes organicas exdgenas
(LEE, 1980). O metabolismo envolvido pode ser distinguido de acordo com as mudancas de
pH que dependem da estequiometria do desenvolvimento da microalga. Chlorella vulgaris e
Spirulina platensis, sdo exemplos de espécies que crescem sob condigdes autotroficas,
heterotréficas e mixotroficas (CHOIJNACKA; MARQUES-ROCHA, 2004).

N&o apenas substrato orgénico de carbono, vitaminas, sais e outros nutrientes
(nitrogénio e fosforo) séo vitais para o crescimento das microalgas, mas também o equilibrio
entre 0s parametros operacionais (pH, temperatura e intensidade luminosa) (WILLIAMS,
2002). E importante definir a influéncia desses parametros, e sua correlacdo para poder

manipula-los. Desta forma € possivel obter controle sob a composic¢éo da biomassa microalgal,
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até mesmo em cultivos em grande escala. Sob condi¢des 6timas para seu crescimento, as
microalgas se desenvolvem abundantemente, normalmente, s&o capazes de dobrar a biomassa

dentro de 24 h, ou até em 3,5 h na fase de crescimento exponencial (CHISTI, 2007).

Figura 1 — Curva de crescimento de um micro-organismo em cultivo descontinuo onde: (A)
ordenadas lineares e (B) semilogaritmica.

3><J 2

0 tl tc td "f
Fonte: SCHMIDELL et al. (2001)

Na Figura 1, 7 fases de crescimento estdo bem definidas nas curvas A e B: (1) fase
lag; (2) fase de transicéo (3) fase de crescimento exponencial; (4) fase de crescimento linear;
(5) fase de desaceleragdo; (6) fase estacionaria e (7) declinio ou morte celular. Na primeira fase
(lag ou adaptagdo), o micro-organismo sintetiza as enzimas necessarias ao metabolismo dos
compostos presentes no meio, e ocorre logo apos a inoculacdo. Essa etapa é seguida pela fase
2, onde incia a reproducéo celular e a velocidade especifica de crescimento vai aumentando atée
atingir a fase exponencial (fase 3), onde esta velocidade € constante e maxima. Na fase 4, a
velocidade de reproducédo é constante até atingir a fase de desaceleragdo (fase 5), que ocorre

devido ao esgotamento de um ou mais nutrientes no meio. A fase estacionaria (6) é onde o
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micro-organismo atinge concentracao celular méxima e a velocidade de rerproducéo celular é
igual a de morte, até a fase 7, onde a concentracao celular diminui a uma velocidade que excede
a de reproducdo (SCHIMIDELL et al., 2001).

Geralmente, culturas microalgais, na fase de crescimento exponencial contém mais
proteina na sua biomassa devido a multiplicacéo celular e desenvolvimento. A maior producédo
de lipidios e carboidratos ocorre na fase estacionaria como forma de reserva de energia. A
biomassa microalgal € rica em lipidios polares na fase exponencial e acumula triacilglicerdis
(reserva) na fase estacionaria (DUNSTAN et al., 1993).

As microalgas tém sido objeto de numerosas investigacdes em centros de pesquisa
de diversos paises. Os cultivos sdo realizados com varias finalidades, como para a producgéo de
produtos farmacéuticos, alimenticios e fertilizantes e mais recentemente tém sido propostos
como fonte de energia (SCAPIN, 2005; SCRAGG et al., 2003). Estudos tém mostrado sua
aplicacdo na producdo de biocombustiveis (GAO et al., 2010; HO et al., 2010) e na mitigacéo
de gases que causam o aquecimento global (MORAIS; COSTA, 2007b).

4.1.1 Biofixacéo de CO2 por microalgas

Varias estratégias para mitigacdo do CO. ja foram estudadas e podem ser
generalizadas em 3 categorias: fixacdo quimica (WANG et al., 2008), geofixacdo (ADAMS;
CALDEIRA, 2009) e fixacdo bioldgica. A fixacdo bioldgica pode ser atribuida a fixacéo
realizada pelos vegetais superiores e microalgas através da fotossintese. Apesar de serem
mecanismos muito parecidos, devido ao seu rapido desenvolvimento, a fixacdo por microalgas
é considerada mais eficiente que a das plantas, podendo biofixar de 10-50 vezes mais CO>
(DEMIRBAS, 2011; MORAIS; COSTA, 2008).

As microalgas sédo capazes de fixar CO. de diferentes fontes que podem ser
divididas em 3 categorias: (1) CO2 atmosférico; (2) CO2 de exaustao industrial; (3) CO2 fixado
na forma de carbonatos soltveis (NaHCOs e Na2COz). As microalgas sdo cultivadas em
sistemas fechados ou abertos, que sdo aerados ou expostos ao ar para permitir que as cepas
capturem CO> da atmosfera para crescimento celular. Sabendo-se que atmosfera contém entre
0,03 - 0,06% de CO: é esperado que essa transferéncia de massa seja limitada, podendo reduzir
o desenvolvimento celular. Por outro lado, gases de exaustdo industrial, como os gases de
combustéo podem conter acima de 15% de CO2, sendo uma fonte rica em CO- para o cultivo e
potencial rota para biofixacéo eficiente de CO2. A terceira rota ¢ a fixacdo de CO; através de
reacdo quimica para producdo de carbonatos, utilizando-os como fonte de carbono para o
cultivo de microalgas (WANG et al., 2008).
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O mecanismo de biofixacdo de CO por microalgas é baseado na capacidade que
esses micro-organismos possuem de realizar fotossintese. Na fotossintese plantas e micro-
organismos fotossintéticos convertem energia solar em energia quimica através da seguinte
equacdo: 6CO2 + 6H20 + energia solar = CeH1206 + 60,. Nesta reacéo a intensidade luminosa
e a qualidade de irradiagdo desempenham papel vital na taxa de crescimento celular
(RAVELONANDRO et al. 2008).

A fotossintese ocorre em duas etapas, fase clara, que acontece apenas quando as
células estdo iluminadas, e reacOes de fixacdo de carbono, também conhecidas como fase
escura, que ocorre tanto sob presenca quanto auséncia de luz. No centro da fotossintese existem
dois complexos fotoativos principais, o fotossistema | (PSI) e o fotossistema Il (PSII), que
absorvem a luz solar para a cadeia de transporte de elétrons através de um dimero excitado de
clorofila (IVERSON, 2006). A fotossintese se inicia no complexo PSIl e entdo transfere
elétrons através da excitacdo do dimero clorofila P680 até o PSI. Assim, o PSI transfere os
elétrons recebidos do PSII via o dimero clorofila P700, que é oxidado pelo complexo da antena
reduzindo NADPH (CERVENY et al., 2009) e ferredoxin, que posteriormente é utilizado nas
reacOes de fixacdo de CO; através do ciclo de Calvin (reagdes escuras) (IVERSON, 2006). No
ciclo Ciclo de Calvin, 3 moléculas de ATP e 2 moléculas de NADPH s&o consumidas para cada
molécula de CO; convertida em carboidrato de acordo com a reacdo: 3CO2 + 9ATP + 6NADPH
+ agua - gliceraldeido 3-fosfato + 8Pi + 6NADP* (NELSON, COX, 2011).

As enzimas D-ribulose 1,5-bifosfato carboxilase oxigenase (RuBiscCO) e
fosforibuloquinase, sdo essenciais para o ciclo de Calvin, elas sdo responsaveis pela fixacdo do
dioxido de carbono e catalisam a regeneracdo do aceptor de CO». Na reacdo central de fixacdo
de carbono, um atomo de carbono inorganico € convertido em carbono orgénico. O CO>
disponivel combina-se com a ribulose 1,5-bifosfato e 4gua para resultar em duas moléculas do
composto 3-fosfoglicerato. A reacdo de fixacdo é catalisada no estroma cloroplastico pela
ribulose bifosfato carboxilase (GIORDANO et al., 2005).

4.1.2 Cultivo de microalgas utilizando glicerol como fonte de carbono

A substituicdo de fontes de carbono tradicionais, como a glicose e bicarbonato de
sodio, por fontes de baixo custo como residuos industriais tem um impacto positivo na
economia de um bioprocesso. A reducédo de custo no meio de cultivo, mesmo que com um
minimo efeito indesejado é crucial para aplicacdo industrial. Nesse cenério, o glicerol bruto um
bioproduto industrial, disponivel em grande quantidade, é visto como uma fonte alternativa as

fontes tradicionais como a glicose (SILVA et al., 2009).
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Os meios de cultivo com glicerol tem aplicacdo reconhecida para diferentes micro-
organismos, dentre 0s quais, estdo as microalgas. Esses micro-organismos sdo capazes de se
desenvolver em meio complementado com glicerol, produzindo diversos bioprodutos como,
carotenoides e acidos graxos poli-insaturados (YAGUCHI et al., 1997; YOKOCH]I et al., 1998;
POOKSAWANG et al., 2009).

A primeira etapa para 0o metabolismo do glicerol por micro-organismos é o
transporte atraves da membrana celular por transporte passivo e transporte ativo. O transporte
passivo, ocorre devido ao gradiente de pressao entre o interior da célula e o meio de cultivo que
possui pressdo superior a intracelular. Inclui difusdo simples e facilitada através de proteinas
localizadas nas camadas mais internas da membrana plasméatica (MP) chamadas permeases.
Outros autores, acreditam no transporte ativo para a excre¢do do glicerol por micro-organismos
gue ocorre contra o gradiente de concentracdo mediante atuacdo de proteinas especificas
(CHAVEZ, 2008) (Figura 2).

Apos a passagem pela membrana, o glicerol pode ser catabolizado diferentes rotas
metabolicas onde a principal consistiria na fosforilacdo do glicerol pela enzima glicerol-
quinase, para formar glicerol-3-fosfato, que é reduzido a dihidroxiacetona fosfato pela enzima
fosfo-ubiquinona oxidoredutase (GANCEDO; GANCEDO, 1968) O crescimento de micro-
organismos em fontes de carbono como glicerol, requerem a capacidade de sintetizar hexoses
através da via das hexoses, que requer elevado gasto energético (WALKER, 1998). Outra via
catabolica seria a da oxidacdo de glicerol e formacéo de dihidroxiacetona pela enzima glicerol
desidrogenase (TANI, YAMADA, 1987). Depois de ser assimilado dentro da célula, numerosos
compostos sdo produzido como resultado do metabolismo do glicerol entre metabolitos que
cumprem a funco de crescimento e reproducio das células microbianas (CHAVEZ, 2008).

A presenca de etanol no glicerol bruto foi reportado como benéfico e estimulante
do desensenvolvimento de algumas microalgas para a producdo de PUFA (SWAAF et al.,
2003). No entanto a presenca de metanol afetou negativamente tanto o crescimento celular
quanto a producdo de &cidos graxos poli-insaturados. Quando o efeito do metanol foi
investigado, a méxima concentracéo celular e produtividade foi inversamente proporcional a
quantidade de metanol no meio de cultivo. A composicao de &cidos graxos nesses experimentos
se manteve constante. Pyle (2008) indicao que o metanol seja eliminado do meio de cultivo
para desenvolvimento de microalgas através de evaporacdo. A presenca de sabao apresentou
impacto significativo sobre o crescimento célular e composi¢do de &cidos graxos comparando
cultivos com presenca do interferente e sem o mesmo (PYLE, 2008; YAMANE et al., 1984).
O sabdo pode ser elimidado através da presenca de um acido forte.
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Figura 2 - Metabolismo
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Fonte: CHAVES (2008)

4.2 Metabolismo de lipidios em microalgas
Os lipidios sdo essenciais para manutengdo de varias estruturas dos seres vivos e

atuam em diversos processos metabolicos exercendo funcdes bioldgicas, como componente de
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membranas, isolante térmico e reserva de energia. Lipidios de algas sdo compostos de glicerol,
acucares ou bases esterificadas em &cidos graxos saturados ou insaturados. Ao serem
hidrolisados os lipidios liberam acidos graxos e glicerol. Estes compostos sdo principalmente
estocados nos vacuolos como um material de reserva, sendo que, o contetdo de lipidios
armazenado pelas microalgas pode ser bastante elevado em relacdo a quantidade total dos
demais compostos (LOURENCO, 2006).

As respostas aos estimulos ou a mudancas ambientais sdo inerentes a todos 0s
organismos vivos. Nas microalgas, a resposta das células as condi¢bes ambientais definem os
fatores como limitante, quando ocorre a redugédo da taxa de crescimento e/ou alguma reagéo
bioquimica sem a necessidade de aclimatagdo celular, ou estressante, que implica em um
desequilibrio metabdlico o qual demanda ajustes bioguimicos antes que as células possam
estabelecer um novo estado de crescimento ou biossintese (RICHMOND, 2008)

A otimizagéo dos fatores determinantes do crescimento tem capacidade de criar um
aumento na concentragdo lipidica. Fatores como contetdo de nitrogénio, intensidade luminosa,
temperatura, salinidade e concentragdo de CO.. No entanto, melhorar o acimulo de lipidios ndo
resultara no aumento da produtividade lipidica nem de biomassa. O método mais efetivo para
melhorar o acumulo de lipidios na biomassa microalgal é a limitacdo de nitrogénio no meio de
cultivo, ndo resulta apenas no acimulo, mas também em uma mudanca gradual da composicao
lipidica de acidos graxos livres a triacilglicerol (TAG) (BRENNAN; OWENDE, 2010)

O aumento de acidos graxos pode ocorrer sob diferentes salinidades, temperaturas,
luminosidade e deficiéncia de nutrientes. Certas microalgas tem demonstrado a capacidade de
acumular grandes quantidades de lipidios totais, embora sejam normalmente de crescimento
lento. O acimulo de &cidos graxos estd intimamente ligado aos estagios de crescimento da
microalga, funcionando como energia ao ser acumulado durante condi¢des desfavoraveis ou
divisdo celular ADARME-VEJA, THOMAS-HALL; SCHENK, 2014).

Baseada na sequéncia homologa e algumas caracteristicas bioquimicas semelhantes
de alguns genes e/ou enzimas isoladas das microalgas e plantas superiores que estao envolvidos
no metabolismo de lipideos, acredita-se que os caminhos basicos de biossintese de acidos
graxos e triacilglicerdis (TAG) em microalgas sdo semelhantes aos das plantas superiores. A
sintese de acidos graxos em microalgas ocorre principalmente na membrana tilacoide e na
regido do estroma do cloroplasto. A via biosintética dos lipidios em microalgas ocorre através
de 4 passos: acimulo de carboidratos na célula, formacéao de acetil-CoA seguido por malonil-
CoA, sintese de &cido palmitico e sintese de acidos graxos de cadeia longa (PANDEY et al.,
2014).
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4.2.1 Acumulo de carboidratos no interior da celula

O acumulo de compostos ricos em energia € o primeiro passo para a biossintese de
lipidios por microalgas. Esse acumulo de carbono varia em condi¢des autotréficas e
heterotréficas. Organismos autotroficos sintetizam seus proprios carboidratos através da
fotossintese, enquanto heterotréficos assimilam do meio onde a célula se encontra (MADIGAN
etal., 2010).

Em organismos fotoautotréficos, o cloroplasto € o local da fotossintese onde, a
etapa fotoquimica ocorre na tilacdide seguida pela fixacdo de CO> e producdo de carboidratos
no estroma na etapa quimica. Estes produtos finais da fotossintese fornecem uma fonte
enddgena de acetil-CoA para mais vias biosintética de lipidios. O acimulo heterotréfico de
carboidratos pode ocorrer com presenca ou auséncia de luz, onde a absor¢édo de carbono sera
através de um sistema ativo simporte de hexoses de fora da célula. Neste processo a célula
investe energia em forma de ATP, no entanto, a assimilagéo de carbono é mais favoravel no
caso do processo independente de luz do que no dependente (NELSON; COX, 2011).

Nas microalgas capazes de realizar o caminho heterotréfico com auséncia de luz, a
luminosidade inibe a formacgdo do sistema simporte hexose/H+, que reduz o transporte de
glicose dentro da célula. No mecanismo heterotréfico em presenca de luz, o carbono entra no
citosol e segue a conversdo da glicose em piruvato através da glicélise levando a geracdo de
acetil-CoA, processo similar ao do mecanismo fotoautotréfico. Em sistemas mixotréficos, os
sistemas autotréfico e heterotrofico ocorrem simultaneamente, e a preferéncia de captacdo do
substrato depende da sua disponibilidade somado as caracteristicas ambientais (PANDEY et
al., 2014).

4.2.2 Formacdao de acetil-CoA/Malonil-CoA

A fotossintese fornece uma fonte endogena de acetil-CoA ativando sua sintese no
estroma, a partir de acetato livre, ou a partir da conversao da glicose em piruvato durante a
glicolise no citosol. Esse acetil-CoA é preferencialmente transportado do citosol para o
plastidio, onde é convertido em &cido graxo e em seguida em TAG, onde novamente é
transportado ao citosol formando os lipidios. O acetil-CoA é mantido através do ciclo de Calvin,
glicolise e piruvato quinase (PK) mediante sintese do piruvato, que ocorre no cloroplasto. A
primeira reacdo da via biosintética de &cidos graxos é a formagdo do malonil-CoA a partir do
acetil-CoA e CO; e € catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase (PANDEY et al., 2014).
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A enzima contém um grupo prostético, a biotina, e a reacdo ocorre em duas etapas.
Primeiramente, um grupo carboxil é transferido para a biotina em uma reacdo dependente de
ATP. O grupo biotinila age como um transportador temporario de COg, transferindo-o para o
acetil-CoA na segunda etapa, gerando malonil-CoA. Durante o processo, 7 moléculas de acetil-
CoA e 7 moléculas de CO> formam 7 moléculas de malonil-CoA (NELSON; COX, 2011).

4.2.3 Sintese de &cido palmitico e acidos graxos de cadeia longa

Apos a formacdo das moleculas de malonil-CoA, através de uma sequéncia de
reacOes repetitivas, em 4 etapas catalisadas por um sistema conhecido como &cido graxo-sintase
(AGS) sdo construidas as longas cadeias de carbono dos &cidos graxos. Um grupamento acila
saturado, produzido em cada série de reacdes em 4 etapas, torna-se substrato da condensacéo
subsequente com um grupo malonila ativado. Em cada uma das passagens através do ciclo, a
cadeia do grupo acila graxo aumenta em 2 carbonos. Com o sitema AGS, a sintese dos acidos
graxos leva a um Unico produto, e ndo s&o liberados intermediarios. Quando o comprimento da
cadeia atinge 16 carbonos (&cido palmitico), este produto deixa a ciclo (NELSON; COX, 2011).

O palmitato € o precursor do estearato, dos acidos graxos saturados de cadeia longa,
bem como palmotoleico e oleico. O &cido palmitico € modificado e alongado para formar
estearato (18:0) e acidos graxos saturados mais longos por adicdo de grupo acetil, através da
acdo de sistemas de alongamento de &cidos graxos presentes no reticulo endoplasmatico (RE)
liso e nas mitocondrias. O mecanismo de alongamento no RE € idéntico a sintese de palmitato,
que envolve doacdo de 2 carbonos por malonil-CoA, seguido de reducdo, desidratacdo, e
reducdo a produto saturado de 18 carbonos, estearoil-CoA (NELSON; COX, 2011).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da sintese de acido graxo de cadeia longa a partir de
acido palmitico.
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Fonte:Adaptado de PANDEY et al. (2014).

Em microalgas, oleato (do estearoil-CoA) é convertido a a e y-linoleato. O o -
linoleato ainda é convertido a outro acido graxo poli-insaturado enquanto y-linoleato converte-
se a eicosatrienoato e até araquidonato (Figura 3) (THELEN; OHLOGGE, 2002). Mamiferos
ndo sdo capazes de converter oleato a linoleato ou o-linoleato por causa das enzimas que
introduzem as ligacBes duplas aos &tomos de carbono a partir do carbono 9 (C9). Todos os
acidos graxos contem dupla ligacdo a partir do C9 tem que ser adicionadas a dieta e sdo
chamados acidos graxos essenciais (NELSON; COX, 2011).

4.3 Biodiesel Microalgal

O biodiesel é um combustivel renovavel, biodegradavel, constituido de uma mistura
de ésteres metilicos e etilicos de &cidos graxos obtidos por reacdo de transesterificacdo de
qualquer triacilglicerol com um alcool de cadeia curta. Em relacdo ao diesel convencional, o
biodiesel se destaca devido a capacidade de equilibrar o balanco negativo gerado pela emisséo
de CO. na atmosfera. Comparado ao diesel convencional, o biodiesel, reduz a emisséo de

compostos sulfurados (SOx), mondxido de carbono (CO) e materiais particulados (MP), porém,
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aumenta as emissfes de oxido de nitrogénio (NOX)(VISENTAINER; SANTOS, 2013;
HOEKMAN; ROBBINS, 2012), .

A matéria-prima € um dos pontos mais importantes na producéo do biodiesel ja que
faz parte de 70% dos custos de producéo deste biocombustivel. Para o biodiesel brasileiro, os
6leos vegetais e as gorduras animais sdo as principais matérias-primas. A viabilidade da
aplicacdo das oleaginosas depende de aspectos como teor de 6leo, produtividade por unidade
de area, adequacdo a diferentes sistemas produtivos, sazonalidade e ciclo de vida da planta
(VISENTAINER; SANTOS, 2013).Sistemas bioldgicos sdo comumente caracterizados por
transformarem compostos energeticamente pobres em produtos de alto valor agregado. A
transformacdo da energia solar, fonte energética mais abundante do nosso planeta, em
compostos organicos, ocorre durante o metabolismo fotossintético, sendo as microalgas o grupo
mais eficiente (HENRIKSON, 1994).

A utilizacdo de biomassa microalgal para a producao de biodiesel chama atencéo
devido a elevada produtividade e principalmente a capacidade de cultivos em locais indspitos
(DEMIRBAS, 2008). O cultivo de microalgas pode ser realizado em qualquer estacdo do ano
pois, esses micro-organismos toleram grandes variacdes de temperatura para seu cultivo. Além
disso, podem crescer utilizando o CO., como Unica fonte de carbono pelo metabolismo
autotréfico, ou utilizar fontes de carbono organicas, como glicose e glicerol pelo metabolismo
heterotréfico (ANDRADE; COSTA, 2007). O cultivo de microalgas apresenta custos
relativamente baixos para a colheita e transporte e menor gasto de agua (SHEEHAN et al.
1998). As microalgas apresentam maior eficiéncia fotossintética que os vegetais superiores e
podem ser cultivadas em meio salino simples; além disso, sdo eficientes fixadoras de CO>
(BROWN; ZEILER, 1993).

Muitas espécies de microalgas podem ser induzidas a acumular quantidade
consideraveis de lipidios, contribuindo assim para obtencdo de maior rendimento de 6leo. O
teor médio de lipidios varia entre 1 e 70% do peso seco, e pode variar de acordo com as
alteragbes no meio de cultivo. As microalgas Chlorella, Dunaliella, Nannochloris,
Nannochloropsis, Scenedesmus, Tetraselmis apresentam niveis de 6leo entre 20% e 50%. Na
selecdo de espécies adequadas para producdo do biocombustivel, devem-se considerar outros
fatores como a composicao de acidos graxos existentes nas diferentes espécies de microalgas.
A composicéo de &cidos graxos tem efeito significativo sobre as caracteristicas qualitativas e
quantidade do biodiesel produzido. A biomassa microalgal pode ser composta por 4cidos graxos
saturados e insaturados com 12 a 22 atomos de carbono, alguns deles das familias ® 3 e o 6
(WANG et al., 2008; LI et al., 2008; CHISTI, 2007; SPOLAORE et al., 2006).
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Nautiyal, Subramanian; Dastidar (2014a), estudaram as caracteristicas do biodiesel
obtidos a partir de Spirulina platensis. A viscosidade e a densidade do 6leo, tem relacdo direta
com o processo de atomizacdo durante a combustdo, quanto menores os valores destes
parametros, melhor a performance de ignicdo do Oleo (RAMIREZ-VERDUZCO;
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012). A densidade do 6leo obtido a
partir da microalga se enquadra as normas europeias e se iguala ao 6leo de girassol,
aproximando-se dos valores obtidos para o Diesel e Palma. O 6leo microalgal, possui
viscosidade dentro dos padrées americanos e superior ao dos 6leos de girassol, palma e diesel
(Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos 6leos de Spirulina platensis, Girasol, Palma, Diesel e Normas
americana e européia

Oleos

Propriedades . . .
P S. platensis' Girasol’> Palma® Diesel* D6751° EN142145

Densidade (kg.m) 860 860 876 855 %z%' 860-900
Viscosidade a 40°C (mm?.s™) 5,7 472 476 306 19-6.0 35-5.0
Acidez (mgkon.g?) 0,4 0,07 ) ] <0,8 <0,5
Poder Calorifico (MJ.kg™) 41,4 . . 43,8 - 32,9
Ponto de Fulgor (°C) 130 183 170 76 11%% >101
Ponto de Fluidez (°C) -18 -5 -17 -16 -31 -

Fonte: 1 NAUTIYAL, SUBRAMANIAN;DASTIDAR (2014a); 2 NAUREEN et al. (2014); 3
SARIN et al. (2007); SINGH; SINGH (2010); > AMERICAN STANDARDS (ASTM D6751);
® EUROPEAN STANDARDS (EN 14214)

A acidez é a medida de &cidos graxos livres no 6leo, que deve ser a mais baixa
possivel afim de ndo formar sabdes na transesterificacdo que podem causar problemas no motor,
especialmente sobre os bicos injetores (NAUREEN et al., 2014). A acidez do 6leo obtido
através de Spirulina platensis é 0,45 mg KOH.g*, valor adequado segundo os padrdes europeu
e americano. O 6leo microalgal possui menor poder calorifico do que o diesel. Quanto maior o
poder calorifico, menos combustivel é consumido, pois menor quantidade € necessaria para
manter a poténcia de ignicdo especifica. O poder calorifico superior da microalga, deve-se a
maior quantidade de oxigénio no biocombustivel (NAUTIYAL, SUBRAMANIAN;
DASTIDAR, 2014 b).
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O ponto de fluidez é a menor temperatura na qual o combustivel pode fluir, sem
gelificar. O biodiesel microalgal apresenta ponto de fluidez -18°C, proximo ao do diesel.
Quanto ao ponto de fulgor, o 6leo obtido a partir da microalga Spirulina platensis encontra-se

dentro das normas americana e européia, sendo inferior ao da palma e girassol.

4.4 Transesterificacdo de lipidios

A transesterificacdo é a conversdo quimica de triacilglicerideos em metil ésteres
atraves de alcool e catalisador. A reacdo converte 3 moles de alcool e um mol de
triacilglicerideos em um mol de glicerol e 3 moles de ésteres metilicos (Figura 4). Os alcoois
comumente utilizados na transesterificacdo sdo metanol, etanol, propanol, butanol e alcool
amilico. Metanol é o alcool mais utilizado devido seu baixo custo e vantagens fisicas e
quimicas. No Brasil, etanol tem sido estudado com substrato para as reacdes de
transesterificagdo (BAHADAR; KHAN, 2013).

Figura 4 - Equacdo de transesterificacdo. R representa a cadeia carbdnica dos acidos graxos e
R1 s cadeia carbo6nica do alcool reagente.

O . ~ HO—=CH, o)
; H’/ HO X /
+ 3R—OH =—= CH—OH + 3 /O—C
CH—O 7 R R
< >:o HO——CH,
O R
R~<
o]
Triacilglicerideo Alcool Glicerol Esteres

Fonte: SCHUCHARDT, SERCHELI; VARGAS (1997).

Os ésteres metilicos de acidos graxos resultantes da transesterificacdo de lipidios
séo utilizados como biocombustivel. O glicerol, obtido na transesterificagéo, & um polialcol,
pode ser encontrado em diversas fontes, porém, ndo em sua forma livre pois em geral se
encontra como um triglicerideo combinado. O glicerol bruto, obtido através da
transesterificacdo do biodiesel, contém cerca de 20% de impurezas dentre elas: catalisador,
alcool, acidos graxos, sais e agua. O teor de impurezas vai depender da matéria-prima utilizada
e do tipo de catalise empregada para a producdo do biodiesel. O glicerol bruto tem poucas
aplicagdes diretas, purificado, tem muitas aplica¢Ges na industria quimica (fabricacdo de tintas,

celofane e papel), alimenticia (emulsificante) e cosmética (umectante), porém, a demanda é
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menor do que a quantidade produzida através da transesterificacio (BEATRIZ; ARAUJO;
LIMA, 2011). O glicerol, tem sido estudado também como fonte de carbono para cultivo de
diversos micro-organismos, como as microalgas(ABAD; TURON, 2012).

Como a composicdo de acidos graxos, teores de agua e de acidos graxos livres
podem variar nas matérias-primas destinadas a producdo de biosiesel, sdo necessarios alguns
cuidados na escolha do catalisador para o processo de obtencdo do biodiesel, a fim de obter
maior rendimento, qualidade e menor quantidade de efluentes gerados. . Os catalisadores
incluem &cidos, bases e enzimas como as lipases (VISENTAINER; SANTOS, 2013)

4.4.1. Catalises homogéneas acidas e bésicas

As catélises homogéneas basicas ocorrem mais frequentemente e envolvem a
presenca de base catalitica. Experimentalmente as reacGes catalisadas com base mais rapidas
do que as catalisadas por &cido. As rea¢des catalisadas por bases podem ser otimizadas a 60°C
a pressao atmosférica por 90 min (BAHADAR; KHAN, 2013). Na aplicacdo de uma catélise
homogénea béasica na biomassa microalgal, a presenca de acidos graxos livres (AGL) na
matéria-prima (mais de 0,5% v/v) dificulta a aplicacdo de bases para reacdo de
transesterificacdo. Isto ocorre porque AGL reagira com o catalisador basico formando sab&o.
A reacdo de saponificagdo diminui a disponibilidade dos triacilglicerois para formacdo dos
ésteres correspondentes e aumenta a solubilidade dos ésteres formados em meio ao glicerol,
aumentado a perda de ésteres na hora de separar o glicerol do biocombustivel (VISENTAINER;
SANTOS, 2013). Desta forma a catélise acida pode ser uma alternativa, pois ndo é sensivel a
presenca de AGL no dleo.

A transesterificacdo catalisada por acido envolve &cido catalitico e quando
comparada a catalise alcalina, temos um tempo de reacdo maior. Através da catalise homogénea
acida ha uma esterificacdo do AGL (convertido a éster alquilico) e a transesterificacdo ocorre
simultaneamente. As condic¢Ges Otimas para que as transesterificacbes acidas sejam 100%
catalisadas sdo uma proporcao 56:1 metanol:6leo e 30°C (BAHADAR; KHAN, 2013). Ainda
outra alternativa seria a combinacéo da catalise acida e bésica onde os lipidios sofrem pré-
tratamento com &cido, a fim de reduzir o teor de AGL, ap0s a base realiza a catalise da reagdo

de transesterificacao.

4.4.2. Catalise heterogénea quimica
A catélise heterogénea bésica ou &cida, vem sendo muito estudada para producédo

de biodiesel. Diferente das catalises homogéneas, nesta reacao o catalisador pode ser reciclado
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e recuperado para ser reutilizado em outras reagdes de transesterificacdo. Neste processo, 0
catalisador pode ser facilmente separado através de filtracdo ao final do processo, minimizando
a contamicédo do produto final e o numero de lavagens para purificacdo do biodiesel.

Dentre os catalizadores heterogéneos podem ser citados CaO combinado com
Al>03 foi testado por Uduman, Danquah e Hoadley (2009) para reacdo de transesterificacdo
dos lipidios obtidos a partir de biomassa de Nanochloropisis oculata. O maior rendimento de
biocombustivel obtido foi de 97,5% a 50°C utilizando metanol a uma proporc¢éo de 30:1 e tempo

de reacdo de 4h,

4.4.3 Catélise heterogénea enzimatica

Entre os catalisadores utilizados para formacdo do biodiesel, o enzimatico se
destaca, pois pode ser utilizado em qualquer fonte de triacilglicerois, independente da
quantidade de AGL, e com sua aplicagdo ndo ha necessidade de realizar neutralizacdo e
lavagem do biodiesel obtido, ja que este é fabricado em meio praticamente neutro. Isto faz com
que a quantidade de efluentes gerados seja bem menor do que quando se utilizam catalisadores
quimicos. Além disso esse tipo de catalise facilita a recuperacdo da glicerina, ja que as enzimas
sdo catalisadores mais especificos que os catalisadores quimicos promovendo maior facilidade
nas etapas de purificacdo (VISENTAINER; SANTOS, 2013).

Transesterificacdo utilizando lipase a baixas temperaturas é capaz de produzir
maior quantidade de ésteres do que outros métodos de transesterificacdo. Utilizando 75 % de
lipase imobilizada com 10 % de agua obtém-se 98,15 % de conversdo em 12 h (BAHADAR,;
KHAN, 2013). O processo de conversdo envolve instrumentos complexos e o alto preco da
enzima torna o processo limitado (HELWANI et al., 2009).

4.4.4 Transesterificacdo in situ

A conversdo de um o6leo a biodiesel pela transesterificacdo in situ ou
transesterificacdo direta envolve as etapas de extracdo e esterificagdo juntas em uma unica
etapa. O uso deste método na obtencdo de biodiesel a partir de biomassa microalgal pode ser
uma opgao Vviavel pois reduz as despesas de extracdo além de uma reducdo do tempo de reacdo
(PANDEY etal., 2014). Johnson e Wen (2009) demonstraram que a aplicacdo do método direto
para obtencdo de biodiesel a partir de Schizochytrium limacinum produziu maiores quantidades

de ésteres metilicos do que os métodos de extragdo convencionais.



49

4.5 Extracdo de lipidios de microalgas por solventes organicos

Durante a extracdo lipidica, a biomassa microalgal é exposta a solventes que
extraem os lipidios para fora da matriz celular. Uma vez que os lipidios séo separados da célula,
0 solvente e a agua, sua massa pode ser medida gravimetricamente. As tecnologias para
extracdo de lipidios para producdo de biodiesel devem possuir alta especificidade a fim de
minimizar a extracdo de material n&o lipidico como proteinas e carboidratos. Para reducéo das
etapas de down-stream (fracionamento/purificacdo), a tecnologia de extracdo deve ser seletiva
em relacdo a acilglicerois, ndo extraindo fragdes lipidicas ndo conversiveis em biodiesel, como
lipidios polares e neutros (acidos graxos livres, hidrocarbonetos, esterois, cetonas, carotenos e
clorofilas). Além disso, a técnica selecionada deve ser eficiente em termos energéticos e de
tempo, nédo ser reativa com os lipidios e ser segura (KATES, 1986; MEDINA et al., 1998).

O principio da extracdo de lipidios através de solventes organicos pode ser
resumido através do principio quimico basico de que “semelhante dissolve semelhante”.
Devido as interacOes entre as longas cadeias hidrofébicas de acidos graxos, lipidios neutros
participam de uma ligacdo de Van der Waals entre si formando globulos no citoplasma
(KATES, 1986, MEDINA et al. 1998). O mecanismo para extracdo com solvente organico é
mostrado na Figura 4 e pode ser dividida em 5 etapas. Quando a célula microalgal é exposta a
solvente orgénico apolar, como hexano ou cloroférmio, o solvente penetra através da membrana
celular para o citoplasma (passo 1) e interage com os lipidios neutros através de forcas de Van
der Waals (passo 2) para formar um complexo de solvente organico-lipidios (passo 3). Este
complexo de solvente organico-lipidios, através de um gradiente de concentracdo, se difunde
pela membrana celular (passo 4) e pelo solvente organico que forma uma pelicula ao redor da
célula, passo 5 (Figura 5). Como resultado, os lipidios neutros sdo extraidos das células e
permanecem dissolvidos no solvente organico apolar. Esta pelicula de solvente organico
estatico é formado devido a interacdo entre o solvente organico e a parede celular. Este filme
envolve a célula microalgal e permanece sem ser alterado por qualquer fluxo de solvente ou

agitacéo
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Figura 5 - Diagrama esquematico da extracdo de lipidios por solvente organico apolar e por
mistura de solvente polar e apolar onde: (=) lipidios; (o) solvente orgéanico apolar; (¢)
solvente organico polar; (1) solvente organico penetra através da membrana celular; (2)
interacdo do solvente organico com os lipidios; (3) formacéo de complexo solvente-lipidios;
(4) difusdo do complexo solvente-lipidios através da membrana celular; (5) difusdo do
complexo solvente-lipidios através do filme estatico de solvente organico formado ao redor da
celula
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Fonte: Adaptado de HALIN, DANQUAH; WEBLEY (2012)

Alguns lipidios neutros podem ser encontrados no citoplasma como um complexo
com lipidios polares. Este complexo é fortemente ligado através de pontes de hidrogénio a
proteinas da membrana celular. As interagdes de Van der Waals que se formam entre solvente
apolar e lipidios neutros no complexo lipidio-solvente ndo sdo suficientes para quebrar essas
associacdes entre lipidios-proteinas. Por outro lado, solventes polares (como metanol ou
isopropanol) sdo capazes de romper essa associacdo formando pontes de hidrogénio com 0s
lipidios polares (KATES, 1986, MEDINA et al. 1998). O mecanismo onde solventes organicos
polares e apolares em mistura extraem os lipidios associados a membrana também esta
represntado pela Figura 4 e pode ser dividido nos mesmos 5 passos descritos anteriormente.

O solvente polar e apolar penetram a membrana através da célula até o citoplasma
(passo 1) e interagem com o complexo lipidico (passo 2). Durante esta interacdo, o solvente
apolar organico envolve o complexo lipidico e forma associa¢des de Van der Waals com os
lipidios neutros do complexo, enquanto o solvente organico polar também envolve o complexo
lipidico e forma pontes de hidrogénio com os lipidios polares do complexo. As pontes de
hidrogénio séo fortes o suficiente para deslocar as associa¢des lipidio-proteina ligando o

complexo a membrana celular e ocorre difusdo do complexo solvente orgénico-lipidio pela
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membrana celular (passo 4) e através do filme de solvente organico (passo 5). Diversos autores
descrevem diferentes métodos de extracdo de lipidios utilizando solventes organicos com
pequenas diferencas entre si, os mais aplicados sao os de Bligh e Dyer (1959) e Folch, Less e
Stanley (1957).

4.6 Consideracdes finais

A producdo de energia de maneira sustentavel atraves de microalgas ainda € um
desafio a ser enfrentado pela pesquisa na area da biotecnologia microalgal. Estudos a respeito
do tema s&o realizados por grupos de pesquisa ao redor do mundo em busca da forma de
produzir biocombustiveis de qualidade, com alto rendimento e economicamente acessiveis
através desta fonte. Para producdo de biodiesel, além do alto teor de lipidios com composi¢édo
de acidos graxos semelhante a oleaginosas normalmente utilizadas para esta finalidade, ainda
existem diversas outras vantagens do cultivo microalgal comparado ao de vegetais superiores.
A capacidade de se desenvolver utilizando como fonte nutricional efluentes industriais deve ser
cada vez mais explorada, afim ndo s6 da reducdo dos custos de processo, bem como para
aproveitamento destes materiais de forma sustentdvel sem necessidade de processos de
purificacdo e tratamento. A utilizacdo dos efluentes produzidos pela propria industria
bioenergética, gera uma vantagem adicional aos biocombustiveis de microalgais, fechando um

ciclo dentro da producdo de biocombustiveis.
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5. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido em 2 artigos:

Artigo 1: “Cultivo microalgal para geracéo de energia utilizando efluente da producéo de
biodiesel”

Artigo 2: “Avaliacdo da capacidade de biofixacao CO2 e producdo de biodiesel por
Spirulina sp LEB 18 ”

Na primeira etapa (Artigo 1) foi realizado o cultivo mixotrofico das microalgas
Spirulina sp LEB 18, Chlorella fusca LEB 111 e Scenedesmus actus LEB 116 em
fotobiorreatores tubulares utilizando como complemento do meio de cultivo de cada microalga
0,01 mol.L* de glicerina. O substrato glicerina foi adicionado ao meio em diferentes formas de
cultivo: batelada (adicdo em t=0 d) e batelada alimentada (adicdo no tempo 10 d e tempos 0 d,
5d, 10 d e 15 d) em experimentos de 20 dias. Foram avalidos o desenvolvimento da microalga
sob as condigdes as quais foi submetida, teor de lipidios e capacidade de producao de biodiesel.
Também foi determinado o perfil de metil ésteres de acidos graxos (FAMES) a fim de obter
caracteristicas sobre o biodiesel a ser produzido pela microalga. Na segunda etapa (Artigo 2),
a microalga Spirulina sp LEB 18 foi cultivada em escala piloto em fotobiorreator tubular
horizontal equipado com air lift utilizando 10% (v/v) CO. como fonte de carbono e com
reducdo da fonte de nitrogénio. Foi avaliada a capacidade de biofixacdo de CO2 pela microalga,
além do desenvolvimento celular nas condicGes estudadas. Neste estudo foram quantificados
0S macronutrientes carboidratos, lipidios e proteinas. A partir dos lipidios, foi realizada a
transesterificacdo in situ da biomassa microalgal produzida e o resultado obtido foi comparado
com resultados teoricos in situ e convencional. Os cultivos microalgais foram realizados no
Laboratdrio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG/ Brasil)
e as andlises para determinacdo da qualidade e rendimento de biodiesel no Laboratorio de
Grasas y Aceites da Universidad de la Republica (UDELAR/Uruguai), durante periodo
mestrado sanduiche, convénio FURG-CNPg-CAPES-UDELAR.
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5.1. Artigo 1 - CULTIVO MICROALGAL PARA GERACAO DE ENERGIA
UTILIZANDO EFLUENTE DA PRODUCAO DE BIODIESEL

Resumo

A biotecnologia microalgal possui potencial para mudar o cenério energético mundial através
da producédo de biocombustiveis. O biodiesel de microalgas é um combustivel alternativo ao
diesel de origem fossil capaz de aliar sustentabilidade a alta produtividade. As microalgas séo
micro-organismos capazes de produzir biomassa com alto teor de lipidios de composicdo
semelhante a de vegetais superiores através do cultivo utilizando fontes nutricionais de baixo
custo. O objetivo do trabalho foi cultivar diferentes espécies de microalgas utilizando glicerol
como substrato do meio de cultura para producéo de biodiesel. As microalgas Spirulina sp LEB
18, Chlorella fusca LEB 111 e Scendesmus actus LEB 116, ainda que submetidas a difentes
modos de cultivo, mantiveram suas produtividades préximas. Dentre as cepas estudadas,
Spirulina sp LEB 18 obteve méaximo rendimento em biodiesel (51,5%) no experimento em
batelada, com teor lipidico na biomassa de 24,1%. A utilizacdo do efluente (glicerol) para
producdo de biomassa rica em lipidos, aliada a potencialidade de geragdo de outros
biocompostos de alto valor agregado em paralelo ao do biodiesel, reduzem os custos do
processo em geral, aumentando a viabilidade econémica de obtencdo do biocombustivel.

Palavras-chave: batelada alimentada, batelada, biocombustiveis, glicerol

MICROALGAL CULTIVATION TO ENERGY GENERATION USING EFFLUENT
FROM BIODIESEL PRODUCTION

Abstract

Microalgal biotechnology has the potential to change the world energy scene by producing
biofuels. The microalgal biodiesel is an alternative fuel to fossil diesel able to combine
sustainability with a high productivity. Microalgae are microorganisms capable of producing
biomass with a high fat content composition similar to higher plants by cultivation using
alternative nutrition sources. The objective was to cultivate different species of microalgae
mixotrophicaly using glycerol as substrate of the culture medium for biodiesel production.
Microalgae Spirulina sp LEB 18, Chlorella fusca LEB 111 and Scendesmus actus 116 LEB did
not have their productivity affected by cultivation modes. Among the strains studied, Spirulina
sp LEB -18 obtained the highest biodiesel yield (51.5%) in the bach experimental, with lipid
percentage of 24.1%. The use of waste to produce biomass rich in lipids, combined with the
capacity of generate other high value-added biocompounds parallel to biodiesel, reduce the
costs of the proceedings in general, increasing the economic feasibility of biofuel obtaining.

Keywords: batch, biofuels, fed-batch, glycerol
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5.1.1 Introducgéo

O estudo a cerca de fontes eficientes para producdo de combustiveis alternativos
em substituicao ou para reducdo dos combustiveis fésseis € um topico mundial. A preocupacéo
estd ndo somente no fato do esgotamento das fontes fosseis, bem como relacionada a fatores
ambientais envolvidos na exploracdo e aplicacdo destes hidrocarbonetos. O biodiesel ¢ um
biocombustivel renovével e biodegradavel, ndo-tdxico e livre de enxofre, geralmente produzido
utilizando fontes alimenticias como soja e palma (TRAN, CHEN; CHANG, 2013). As
microalgas vem sendo investigadas para obtencéo de lipidios por possuir composic¢ao em acidos
graxos semelhante aos da soja e outras oleaginosas, sendo uma promissora fonte de biodiesel
(CHEIRSILP et al., 2011, SURENDHIRAN, VIJAY; SIRAJUNNISA, 2014). Estes micro-
organismos sdo capazes de produzir grandes quantidades do composto, se desenvolvem
rapidamente, biofixam CO, com eficiéncia e podem ser cultivadas utilizando residuos
industriais, como o glicerol e melago, agregando valor a esses materiais (EUGENIA, 2012).

A producéo de biodiesel atraves da transesterificagdo convencional € um método
que produz cerca de 10% de glicerol que raramente é reciclado (ABAD, TURON, 2012). O
glicerol gerado a partir da producdo de biodiesel pode ser aplicado na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética. No entanto, sua aplicacdo nessas areas requerem métodos de
purificacdo do material que tornam seus custos de utilizagdo muito altos (JOHNSON; TACONI,
2007). Desta forma, o estudo do tratamento e aplicacdo do glicerol passou a receber atencao
por interesses econdmicos e ambientais. Bioprodutos podem ser obtidos através de
bioprocessos com base a aplicacdo do glicerol como os pigmentos e acidos graxos. A maioria
dos estudos nesta area € baseada no cultivo de microalgas utilizando o glicerol como fonte de
carbono (ABAD; TURON, 2012).

O glicerol ndo purificado, com presenca de etanol, utilizado para o cultivo de
microalgas demonstrou ser capaz de aumentar a densidade celular (SWAAF et al., 2003).
Estudos acerca do cultivo de microalgas com a fonte de carbono junto a outros compostos
presentes no efluente gerado na producdo do biodiesel, como sabdes e metanol, também foram
realizados (PYLE, 2008). Para producdo de biodiesel de qualidade a composi¢do em &cidos
graxos é fator importante. O conteddo e a produtividade de lipidios por microalgas podem ser
alterados através da modificacdo de condi¢Ges ambientais bem como nutricionais. A aplicacao
do glicerol no cultivo microalgal, bem como a forma de conducdo da fermentacdo, podem
influenciar positiva ou negativamente a composi¢cdo de &cidos graxos para obtencdo de

combustivel em termos de qualidade e quantidade. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi
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cultivar diferentes espécies de microalgas utilizando glicerol como substrato do meio de cultura

para producéo de biodiesel.

5.1.2 Materiais e Métodos
5.1.2.1 Micro-organismos e preparacao de inoculos

Foram cultivadas as microalgas Spirulina sp LEB 18 (MORAIS et al., 2008),
Chlorella fusca LEB 111 e Scenedesmus actus LEB 116 da cole¢édo de cepas do Laboratério de
Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande. Os indculos das
chlorophytas Chlorella e Scenedesmus foram mantidas em meio BG-11 modificado (meio com
fonte de carbono adicional bicarbonato de sodio) e o in6culo de Spirulina em meio Zarrouk
(Tabela 1). O cultivo foi realizado em estufa termostatizada a 30°C, iluminancia de 40,5
umol.m?.s* e fotoperiodo 12h claro/escuro. A microalgas foram mantidas nestas condicdes até

atingir a fase log de crescimento celular para inicio do experimento (Apéndice A — Figura Al).

Tabela 1 - Composicdo meio Zarrouk e BG-11 modificado

Componente Zarrouk! BG-11 modificado?
NaHCOs3 16,80 g.L*t 0,40 g.L*!
NaNOs; 2,50 g.L1 1,50 g.L*
Na,COs - 0,02 ¢g.L*
K2HPO4 1,00 g.L*? 0,04 ¢g.L*
NaCl 1,00 g.L! -
Mg.S04.7H20 0,20 g.L* 0,07 g.L?
CaClz. 2H20 0,04 g.L" 0,04 ¢g.L*
FeS04.7H20 0,01g.L? -
EDTA 0,08 g.L" 0,001 g.L*?
Citrato férrico - 0,01g.L"?
Acido Citrico - 0,01 g.L"?
Solucdo de Micronutrientes 2ml 1mL

Fonte: ZARROUK (1986); 2 RIPPKA et al. (1979)

5.1.2.2 Condigdes de cultivo
As microalgas foram cultivadas nos mesmos meios em que os inoculos foram
mantidos, nos quais foram adicionados glicerina P.A. 0,01 mol.L em diferentes modos de

conducéo de cultivo. Foi realizado cultivo em batelada, onde glicerina foi adicionada apenas no
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tempo inicial do experiment (0d) e batelada alimentada de duas formas: adi¢do de glicerina
apenas no tempo 10 d e ao longo do experimento nos tempos0d, 5d, 10d e 15 d.

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubulares verticais (FBRT
verticais, Figura 1), com volume util de 1,8 L. O experimento transcorreu em estufa
termostatizada a 30°C, fotoperiodo de 12 h claro/escuro e 40,5 pmol.m2.s de iluminancia
fornecidos por lampadas fluorescentes de 40 W. A concentragéo inicial do cultivo foi 0,3 g.L"
!, Os experimentos tiveram duracéo de 20 d. Ao final dos experimentos, a biomassa obtida foi

centrifugada a 9000 rpm por 15 min e liofilizada (Apéndice A — Figura A2)..

Figura 1 Fotobiorreator tubular vertical
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5.1.2.3 Crescimento celular e parametros cinéticos

Diariamente foi realizado o monitoramento do crescimento da microalga, através
da medida da concentracdo celular, determinada pela densidade oOtica da cultura em
espectrofotémetro a 670 nm (QUIMIS Q798DRM, Brasil). A concentracdo celular méxima foi
obtida através de curva padréo, relacionando massa seca e densidade 6tica (Xmax) (COSTA et
al., 2002). A cada 24 h o pH dos cultivos foi medido em pHmetro digital (QUIMIS Q.400H,
Brasil). A partir destes dados de crescimento determinou-se a produtividade maxima (Pmax),
segundo a Equacdo 1, sendo X (g.L™) a concentracéo celular final, Xo (g.L™) a concentragdo de

biomassa inicial do cultivo, t (d) o tempo final e to 0 tempo inicial do cultivo (BAILEY, 1986).
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p - KXo
max (t- tO) (1)

5.1.2.4 Quantificacao de lipidios
Os lipidios foram quantificados a partir da biomassa liofilizada utilizando método
de Folch; Less; Stanley (1957).

5.1.2.5 Lipidios conversiveis a ésteres metilicos e perfil de acidos graxos

A determinacdo de ésteres metilicos foi realizada através da esterificagdo direta dos
lipidios da biomassa microalgal. Aproximadamente 30 mg da amostra foi tratada com metdxido
de sodio (MeONa) 0,05M em metanol (MeOH) durante 10 min a 100°C e, logo, com cloreto de
metila (MeCl) em MeOH durante 10 min a mesma temperatura (NORMA FRANCESA, 1977).
Em seguida os &cidos graxos esterificados passaram por purificacdo em coluna de silica de 100
mg (Supelco, EUA) para retirada de impurezas que podem prejudicar a analise cromatografica.
Para acompanhamento da reacéo foi utilizada cromatografia em camada delgada (CCD).

Apos a purificagdo, 1pL de amostra foi analisada por cromatografo gasoso GC-
2014 (Shimadzu, Japdo) em presenga de padrdo interno, heptadecanoato de metilo, para
quantificacdo dos ésteres metilicos. As condi¢des para analise em GC foram: detector de chama
ionizante (FID) 340°C; coluna Supelco SP 2330 (Supelco, USA), 30m x 0,25mm x 0,2um e gas
carreador N». Os picos de acidos graxos foram identificados através de cromatograma de
mistura de &cidos graxos metilados padrao (FAME Mix RMS; Supelco, EUA).

Rendimento de biodiesel

O rendimento de biodiesel foi determinado em relacdo a quantidade de lipidios
totais da biomassa de acordo com o teor de ésteres metilicos obtidos a partir da esterificacéo
direta através da Equacgdo 2, onde Rrniodiesel € 0 rendimento tedrico do biodiesel e os lipidios

totais foram aqueles quantificados através de Folch;Less; Stanley (1957):

ésteres metilicos (g)/g biomassas seca

Reo oo = .100 2
biodisel lipidios totais (g)/ g biomassa seca @
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5.1.3 Resultados e Discussao

Dentre as microalgas cultivadas em meio complementado com glicerina, apenas
Spriulina sp LEB 18 ndo apresentou etapa de adaptacéo a fonte de carbono empregada em
nenhuma das condicdes as quais foi submetida. As cepas Scendesmus actus LEB 116 e
Chlorella fusca LEB 111 apresentaram fase lag de curta duracéo (de 2 a 3 d), exceto nos cultivos
onde a fonte de carbono foi adicionada apenas no 10° dia (Figura 2). Em geral, a fase lag ocorre
guando o micro-organismo nao é cultivado sob as condi¢bes que o cultivo foi mantido, nédo se
adaptando as fontes nutricionais. Para que esta etapa ndo ocorra ou Seja mais curta, € necessario
que haja uma producdo ou ativacdo de enzimas capazes de metabolizar as fontes nutricionais
aplicadas (SCHIMIDELL et al, 2001). As microalgas estudadas ndo foram adaptadas a fonte
de carbono glicerina no meio de cultivo e, ainda assim, tiveram comportamento semelhante a
um micro-organismo que tenha sido adaptado. Desta forma, os cutivos podem alcancar maiores
concentragdes celulares ja que a multiplicagdo celular vai ocorrer desde o principio.

Nos cultivos onde a adicéo de glicerina foi realizada a partir do tempo 0 d, observa-
se para Spirulina sp LEB 18 que a curva apresentou fase de crescimento exponencial entre 0s
tempos 6 a 13 d onde iniciou uma etapa de desaceracao do crescimento. Ja os cultivos onde a
fonte foi adicionada no 0 d com as espécies Scenedesmus e Chlorella as microalgas tiveram
fase de aceleracdo do crescimento mais longa (4 a 16 d e 3 a 20 d, respectivamente). Para
Scenedesmus actus LEB 116, observou-se um inicio de fase de crescimento exponencial ap6s
0 16° até 0 20° dia. Na etapa de crescimento exponencial a velocidade de crescimento celular é
constante e a velocidade maxima é atingida ao final da desaceleracdo. A desaceleracdo ocorre
devido a reducdo de nutrientes que foram consumidos ao longo do experimento, até que se
esgotam totalmente entrando na fase estacionaria (SCHIMIDELL et al., 2001).

Para as demais condicGes de cultivo, Spirulina sp LEB 18 apresentou
comportamento semelhante a adicdo no tempo O d, indicando que as diferentes formas de
conducdo do experimento (batelada e batelada alimentada), ndo alteraram as etapas de
crescimento observadas até o 20 d no cultivo da microalga. Para os experimentos com adi¢ao
da glicerina 0,01 mol.L* no tempo de 10 d para as microalgas Scenedesmus e Chlorella
observa-se desaceleracdo do crescimento a partir da adigdo deste substrato. Scenedesmus actus
LEB 118 apresentou crescimento celular e etapa exponencial de crescimento, apos adicdo da
fonte de carbono, entre 10 e 20 dias. A microalga Chlorella fusca LEB 111 apresentou
decréscimo na concentracdo celular, representando uma etapa de adaptacao a fonte de carbono

adicionada, recuperando a concentracao celular a partir do 16° dia de cultivo.
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Figura 2 — Curvas de crescimento (a) Spirulina sp LEB 18, (b) Scenedesmus actus LEB 116 e
(c) Chlorella fusca LEB 111 onde: adicdo de glicerol 0,01mol.L* nos tempos () 0d, 5d, 10
del5d,(¢)10de () 0d.
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O estudo das etapas de crescimento celular € importante principalmente quando se
tem em vista a producdo de um composto especifico atraves do cultivo microalgal. Cada etapa
do crescimento tem ligacé@o a produg@o em maior ou menor concentragdao de um macronutriente
especifico. Na fase de crescimento exponencial as culturas algais produzem mais proteinas, isso

devido a multiplicacdo celular, replicacdo do DNA e desenvolvimento. Ao longo da fase de
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desaceleracdo do crescimento, 0 micro-organismo comeca a produzir lipidios e carboidratos
como forma de reserva de energia atingindo a maior quantidade destes nutrientes no inicio da
fase estaciondria onde passa a consumir estes macronutrientes para producdo do ATP. A
biomassa microalgal € rica em lipidios polares na fase exponencial e acumula triacilglicerdis
(reserva) na fase estacionaria (DUNSTAN et al.., 1993). Desta forma, é provavel que as
microalgas que atingiram a fase de desaceleracdo do crescimento e principalmente fase
estacionaria podem ter vindo a produzir maior quantidade de lipidios. A maneira como o micro-
organismo vai metabolizar o glicerol e as demais fontes nutricionais do meio de cultura vao
direcionar o metabolismo celular para lipidios ou carboidratos.

Para as Chlorophytas estudadas, os cultivos com adicao de glicerina apresentaram
decantacdo celular em todas as condicdes estudadas (Apéndice A — Figuras A3 e A4). No
cultivo de Scenedesmus actus LEB 116 onde a adicao de glicerina foi realizada nos tempos 0
d, 5d, 10 d e 15 d o cultivo apresentou decantacdo celular com formagéo de aglomerados que
impediram a leitura da concentracgdo celular a partir do 5° dia de experimento. No ensaios com
Chlorella fusca LEB 111 ndo houve formacdo de aglomerados que impedissem a leitura da
concentracdo celular. A decantacdo celular gerada pela adicdo do substrato glicerol sem
influéncia sobre o desenvolvimento celular pode ser ponto positivo para cultivos microalgais
em escala industrial, ja que a separacao do meio de cultura das células € uma das etapas de alto
custo e tempo no processo.

As formas de conducdo do experimento influenciaram as concentrac@es celulares
méaximas das microalgas estudadas sendo possivel determinar qual foi a melhor condicdo de
cultivo utilizando como fonte de carbono a glicerina para obtencdo de biomassa e lipidios
conversiveis a biodiesel. Spirulina sp LEB 18, apresentou méximo crescimento celular nos
cultivos em batelada alimentada (SP2 e SP3), sendo que a condicdo SP3 (adic¢do do glicerol nos
tempos 0 d, 5d, 10 d e 15 d) foi a de maior densidade celular (1,66 g.L ) (Tabela 2).

Para a cianoficea, a adi¢do do substrato glicerina ao longo de todo o experimento
em intervalos de 5 dias, foi favoravel ao desenvolvimento celular. A forma de conducéo do
processo em batelada alimentada em SP3 gerou o desenvolvimento gradual de compostos e
enzimas que garantiram que os metabolitos fossem produzidos intermitentemente pela
microalga Spirulina sp LEB 18. Para as microalgas Chlorella fusca LEB 111 e Scenedesmus
actus LEB 116, os cultivos com adi¢éo da fonte de carbono em 10 d apresentaram as maximas
concentracdes celulares (1,23 g.L e 1,30 g.L %, respectivamente). O desenvolvimento celular
leva a geracdo de uma série de enzimas e compostos que podem proteger as celulas, evitando

ou reduzindo a inibicdo e estresse celular pela adicdo de um substrato. A adicdo apos
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determinado tempo de cultivo pode gerar melhores resultados que em um tempo inicial pois as

células passam a assimilar melhor o composto adicionado (SCHIMIDELL et al., 2001).

Tabela 2 — Concentrago celular (Xmax, g.L™), produtividade maxima (Pmax, g.L.d ), teor de
lipidios na biomassa (tiipidios, %, p/p), rendimento de biodiesel tedrico (Rrbiodiesel, %
p/p) para, concentracéo de lipidios (Ciipidios, 9/L) € de biodiesel (Cbiodisel, 9/L) para
as microalgas Spirulina sp LEB 18 (SP), Chlorella fusca LEB 111 (CF) e
Scenedesmus actus LEB 116 (SA) nas condicdes: adi¢do de glicerina 0,01 M (1) no
tempo 0 d, (2) no tempo 10d e (3) nos tempos 0d,5d, 10d e 15 d.

Condicao Xmax Pmax tiipidios Rbiodiesel Clipidios Chiodisel
de cultivo Spirulina sp LEB 18
SP1 1,35£0,02 0,08+<0,01 24,15+1,34 51,50+1,28 0,33£0,01 0,17+<0,01
SP2 1,41+0,28 0,08+0,01 19,62+1,12 42,63+0,27 0,28+0,01 0,12+<0,01
SP3 1,66+0,10 0,09+0,01 23,06+1,33 41,64+2,28 0,38+0,02  0,16+0,01
Chlorella fusca LEB 111
CF1 0,93+0,12 0,17£0,02 37,91+1,20 21,65+3,04 0,35+0,01  0,08+0,01
CF2 1,23+0,11  0,15+0,01 39,36+0,90 31,74+0,82  0,48+0,01 0,16+<0,01
CF3 1,22+0,10 0,16+0,01 31,42+0,67 25,16+3,23  0,38+0,01  0,06+0,01
Scenedesmus actus LEB 116
SAl 1,02+0,26  0,06+0,01 20,34+1,28 37,74+2,92 0,20+0,01  0,07+0,01
SA2 1,304£0,07 0,10+0,01 17,06+1,66 29,48+2,63  0,22+0,02  0,06+0,01
SA3  0,76x£0,01 0,10+0,01 18,42+1,65 25,70+0,36  0,14+0,01  0,06+<0,01

Os cultivos utilizando glicerol podem apresentar baixas produtividades comparado

a experimentos com base em fontes de carbono mais usuais, como glicose e bicarbonato de

sodio. No entanto, a producdo de metabdlitos de interesse para producdo de biodiesel pode se

intensificar e a produtividade ainda sera maior do que as fontes alimenticias tradicionalmente
utilizadas para essa finalidade (ABAD TURON, 2012). As produtividades celulares foram

proximas entre os cultivos de todas as microalgas estudadas, indicando que 0 modo de adi¢éo

do substrato glicerina no meio de cultivo ndo alterou a produtividade das culturas. Chlorella

fusca LEB 111 apresentou produtividades celulares superiores, com valores entre 0,17 g.Lt.d"

1e0,15g.LLd? (CF 1 e CF 2, respectivamente). Esta cloroficea também apresentou teores de

lipidios mais elevados que as demais microalgas cultivadas (entre 31,42% e 39,42%, SA 2 e

SA 3, respectivamente), no entanto, ndo foi a espécie com maior rendimento em biodiesel.
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Através dos resultados observa-se que as formas de conducdo do cultivo
influenciaram de maneiras diferentes os cultivos microalgais. O acompanhamento do
crescimento celular, desenvolvimento e formacao de metabdlitos de interesse sao fatores que
necessitam ser acompanhados antes da implantacdo de qualquer processo a partir de microalgas.
Cada espécie microalgal possui caracteristicas genéticas distintas que ainda podem variar
dentro da propria espécie de acordo com a origem e idade da cepa. Assim, ndo é possivel esperar
gue as microalgas estudadas apresentassem um comportamento padrao frente a um determinado
substrato e forma de conducdo do experimento, principalmente por serem de diferentes
espécies, ainda que tenham estruturas celulares semelhantes como no caso das chlorophytas.

O rendimento de biodiesel esta relacionado com a capacidade de conversdo dos
lipidios a ésteres metilicos e a qualidade depende da composicdo dos metil ésteres de acidos
graxos (FAMESs) formados a partir da transesterificacdo (RAMIREZ-VERDUZCO;
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012). A microalga Spirulina sp LEB
18 apresentou rendimento em biodiesel mais elevado (51,50%) na condi¢cdo SP1, apesar do
menor teor de lipidios comparado com o maximo obtido por Chlorella fusca LEB 111, o que
geraria para essa microalga massa de 0,17 g.L* de biodiesel. Para Chlorella fusca LEB 111 a
condicdo CF2 obteve maximo rendimento em biodiesel (39,36%) e Scenedesmus actus LEB
116 a condicdo SA1 (37,74%).

Com excegdo da microalga Chlorella (1,23 g.LY), as condigdes onde foram
atingidas os maximos rendimentos em biodiesel e lipidios para as demais cepas estudadas nao
foram necessariamente os de concentracdo celular maxima. Spirulina sp LEB 18 e Scenedesmus
actus LEB 116 atingiram as maximas concentra¢des celulares nos experimentos SP3 (1,66 g.L
1y e SA2 (1,30 g.L1), respectivamente. O estresse celular provocado que gerou o
desenvolvimento de maior quantidade de metabdlitos de interesse pode ter reduzido o
crescimento celular. Este comportamento € comum em cultivos com reducdo da fonte
nitrogenada, nestes casos, observa-se ainda que além do maior acimulo de lipidios ha alteracao
gradual da composicéo lipidica, acidos graxos livres e triacilglicerois (BRENNAN; OWENDE,
2010).

Atraves da composicdo do 6leo obtido pelas microalgas pode-se obter informacées
a cerca da qualidade do biodiesel a ser produzido por transesterificacdo, como grau de
instauracio e tamanho das cadeias dos metil ésteres de &cidos graxos (RAMIREZ-
VERDUZCO; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012). Para as
microalgas estudadas foram identificados 88,1% (SP1) a 80,0% (SA2) (Tabela 3) dos FAMEs
convertidos através de esterificacdo direta. O FAME encontrado em concentracdo mais elevada
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em todas as condigdes de cultivo para as espécies estudadas foi o &cido palmitico (16:0), com
teor maximo em SP1 (55,6%) e foi também o principal acido graxo saturado detectado. O alto
teor de saturacéo é ponto positivo para producéo de biodiesel ja que estes compostos apresentam
menor indice de oxidacdo, gerando maior estabilidade ao biodiesel formado e o nimero de
cetano € mais elevado. Os 6leos obtidos através do cultivo de Spirulina sp LEB 18 em todas as
condigdes estudadas (SP1 (58,4%), SP2 (52,7%) e SP3 (54,2%)) e Scenedesmus actus LEB 116
na condicdo SA2 (46,3%) apresentaram percentual de saturados superior ao de insaturados,
podendo ser considerados mais estaveis que as demais (KONDAMUDI et al., 2009).

A oxidagdo do biocombustivel ocorre um aumento da viscosidade através de uma
reacdo de polimerizacdo envolvendo as duplas ligacOes. Esta reacdo gera a formacdo de
materiais insollveis capazes de obstruir filtros de combustivel, além de elevacdo da acidez e
presenca de hidroperoxido que pode ocasionar corrosdo de componentes do sistema de injecéo
(MONEYEM, CANAKCI; VAN GERPEN, 2001). Dentre os ensaios realizados o 6leo mais
instavel seria o produzido através de Chlorella fusca LEB 111 onde a fonte de carbono foi
adicionada nos tempos 0 d, 5d, 10d e 15 d (57,1% de FAMEs insaturados).

O tamanho da cadeia hidrocarbonada é diretamente proporcional ao nimero de
cetano, ponto de névoa e de entupimento do biocombustivel produzido, quanto mais elevados
estes parametros maior sera a temperatura e 0 tempo necessario para a combustdo. Desta forma,
moléculas muito grandes podem dificultar a utilizagdo do combustivel a baixas temperaturas.
Moléculas mais curtas com nimeros cetano baixos, produziriam um biodiesel que queimaria
muito rapidamente, gerando uma combustdo inadequada, causando ruidos no motor e aumento
da pressao (POLEDNA, 2005). Os principais acidos graxos identificados em todos os 6leos
microalgais obtidos foram os que continham 16 e 18 carbonos. Segundo HO (2010), o biodiesel
ideal deve conter principalmente FAMEs C16 e C18. Essa composicao é semelhante a de 6leos
de origem vegetal que sdo usualmente aplicados para producéo de biodiesel (MIAO; WU, 2006;
KHNODE, 2009).
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Tabela 3 - Composicdo de acidos graxos (% p/p) para os cultivos das microalgas Spirulina sp LEB 18.(SP), Chlorella fusca LEB 111 (CF) e
Scenedesmus actus LEB 111 cultivadas nas condic6es: adi¢do de glicerina 0,01 M (1) no tempo 0 d, (2) no tempo 10 d e (3) nos
tempos 0d,5d,10d e 15 d.

Spirulina sp LEB 18

Chlorella fusca LEB 111

Scenedesmus actus LEB 116

Nome Acido graxo
SP1 SP2 SP3 CF1 CF2 CF3 SAl SA2 SA3

Palmitico 16:0 55,6+4,36 49,8+0,44 51,7+0,32 31,0+7,07 27,3+4,33 23,4+0,79 29,1+3,19 41,1+6,76 36,0+1,83
Palmitoleico 16:1 cis n-7 1,7+0,11 1,8+0,01 1,7¢0,08 1,5+0,02 1,4+0,17 0,9+0,06 1,6£0,54 3,2+1,24 2,3+0,08
16:3n-4 0,1+0,05 0,1£0,05 - 3,37+1,01 3,4+0,06 3,10+0,05 2,1+0,37 0,8+0,47 1,3+0,07
Oleico 18:1 cis n-9 550,06 6,1+0,10 4,7+0,14 12,7¢1,93 9,2+1,43 16,1+0,97 17,5+0,32 11,6£3,54 15,6+0,59
Vacénico 18:1 cis n-7 0,9+0,46 1,3+0,02 1,4+0,65 4,3x1,20 4,9+0,29 4,4+0,25 15+137 3,0£0,15 3,0£0,13
y-Linolénico 18:2 cis n-6 7,4+1,07 8,6+0,11 7,9+0,23 11,8+1,63 14,0+1,01 14,5+0,32 11,24464 3,6£1,91 6,0+0,34
Linoleico 18:3 n-6 10,8+2,55 9,2+0,05 12,8+0,63 0,3+0,17 0,9+0,06 0,9+0,05 0,7£0,22 0,5+0,08 0,5%0,08
a-Linolénico 18:3n-3 - - - 10,5£3,09 13,3+0,85 12,6+0,22 8,1+1,15 5,0£1,45 5,8+1,27
Outros* 6,0£0,02 5,6+0,63 6,3+0,75 8,0+0,70 8,8+0,41 7,4+0,33 8,5+0,84 11,1+1,11 11,7+0,43
Saturados 58,4+2,25 52,7+0,47 54,2+0,02 34,2+7,69 30,2+4,26 26,2+0,73 32,843,83 46,3+7,32 40,9+2,71
Insaturados 29,6+1,75 29,840,33 32,3+1,48 49,2+6,12 53,0+3,05 57,1+0,13 47,4+43,95 33,5+5,66 41,3+2,54
Total identificados 88,1+0,99 82,7+0,81 86,6+1,51 83,4+156 83,2+1,21 83,3x0,61 80,2+0,12 80,0+1,66 82,3+0,18

*12:0/13:0/14:0/14:1/15:0/15:1/16:1 cis n-7/17:0/16:2 n-4/17:1/18:0/18:1 trans/20:0/20:1 n-9/20:2/20:3 n-6/20:3 n-3/22:0.
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O é&cido oleico (C18:1), é considerado indicador de qualidade do biodiesel e foi
detectado em todas as microalgas estudadas. Scenedesmus actus LEB 11 apresentou teor mais
elevado de acido oleico, dentre as microalgas cultivadas, no ensaio SA1 onde a adi¢cdo da
glicerina foi realizada no tempo 0 d (17,5%). A adicdo do oleato de metilo é sugerida para
melhorar as propriedades de biodiesel, como estabilidade oxidativa e temperatura de fuséo
(KHNODE, 2008).

5.1.4 Concluséo

Os resultados indicam que as cepas Spirulina sp LEB 18, Chlorella fusca LEB 111
e Scenedesmus actus LEB 116 foram capazes de se desenvolver em meio complementado com
efluente da industria bioenergética (glicerol) produzindo lipidios com potencial aplicacdo como
biodiesel devido suas caracteristicas quantitativas e qualitativas. As formas de conducdo dos
experimentos, batelada e batelada alimentada, ndo alteraram a produtividade celular das
microalgas. O conteudo de lipidios das cepas variou de acordo com a condicdo de estresse as
quais foram submetidas. Quanto a producdo de biodiesel, a microalga Spirulina sp LEB 18
obteve rendimento superior as demais microalgas (51,5%) no experimento em batelada (SP1),
que possuia teor lipidico de 24,1%. De acordo com a composicao de acidos graxos, 0 6leo
produzido também nesta condicéo, seria 0 mais estavel com 58,3% de ésteres saturados e 29,9%
insaturados. Os cultivos microalgais sdo uma das alternativas mais sustentaveis de produgéo do
biodiesel. Ao mesmo tempo que o combustivel é produzido pode ser realizado o tratamento dos
efluentes gerados pela propria producédo. Esta potencialidade aliada a capacidade de obtencao
de biocompostos de alto valor agregado em paralelo a producdo de triacilgliceréis, reduzem os
custos do processo em geral, aumentando a viabilidade de geracdo deste biocombustivel.
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5.2 Artigo 2 - AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIOFIXACAO CO2 E PRODUCAO
DE BIODIESEL POR Spirulina sp LEB 18

Resumo

A Spirulina é um género microalgal que possui capacidade de producdo de diversos
bioprodutos, com aplicagdo em vérias areas do conhecimento, incluindo a éarea energética. O
estudo da obtencdo de energia associado a producdo de outros biocompostos de alto valor
agregado a partir da biomassa microalgal é de relevada importancia, ja que desta forma é
possivel aumentar a viabilidade da producédo de biocombustiveis por esse micro-organismo. O
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de biofixacdo de CO, producdo de biodiesel
e de outros biocompostos pela microalga Spirulina sp LEB 18. A microalga apresentou
composicdo rica em macronutrientes, proteinas (47,3%), carboidratos (13,4%) e lipidios
(32,7%). Além disso, biofixou 160 mg.L.d* de CO, gerando biomassa com produtividade
méaxima de 0,02 g.L.d. Os lipidios avaliados quanto a producio de biodiesel apresentaram
rendimento tedrico de 19,8% para transesterificacdo in situ e 47,9% para transesterificacao
convencional. A biomassa microalgal possui potencial para producgéo de biodiesel que pode ser
aplicado em substituicdo ou em mistura com diesel tradicional.

Palavras-chave: biocombustiveis, dioxido de carbono, microalga.

EVALUATION OF CO2 BIOFIXATION AND BIODISEL PRODUCTION BY Spirulina
sp LEB 18

Abstract

Spirulina is a microalgal specie that has capacity to produce bioproducts, with application in
several knowledge areas, including energy area. The study of energy associated with the
production of other high value-added biocompounds from microalgal biomass is na importante
topic, thus is possible to increase the viability of biofuel production by this microorganism. The
study aimed to evaluate the ability of CO. biofixation, biodiesel production and other
biocompounds by Spirulina sp LEB 18. The microalgae showed composition rich in
macronutrients, proteins (47.3%), carbohydrates (13.4%) and lipids (32.7%). Furthermore, 160
mg.L.d* CO,was biofixed, generating a maximum biomass yield 0.02 g.L.d™%. Lipids evaluated
for biodiesel production presented theoretical yield of 19.8% for transesterification in situ and
47.9% for conventional transesterification. The microalgal biomass has potential for biodiesel
production that can be applied in place of or in combination with traditional diesel fuel.

Keywords: biofuels, carbon dioxide, microalgae
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5.2.1.Introducéo

As necessidades energéticas do planeta sdo supridas principalmente pelo uso de
combustiveis fésseis como carvao mineral, petréleo e gas natural. As reservas destas fontes sdo
finitas e a aplicacdo, bem como exploracdo causam problemas ambientais, como aumento do
CO. atmosférico gerado a partir da queima destes materiais. A procura por fontes alternativas
renovaveis tem se intensificado para satisfazer o constante aumento da demanda energética e
de matéria-prima global (YEN et al., 2013). Uma das fontes em potencial para atender a este
desafio é a biomassa microalgal que alia a producdo de energia sustentavel a biofixacéo de CO.,
principal gas do efeito estufa.

Dentre as vantagens da aplicacdo das microalgas para producéo de biocombustiveis,
como o biodiesel, estdo o fato de ndo competirem com as culturas alimenticias e ndo
necessitarem de terras agriculturaveis (DAMIANI et al., 2010). Os cultivos microalgais nao
demandam grandes quantidades de agua, possuem alta produtividade e possibilidade de colheita
diéria, tornando esta matéria-prima atrativa para geragdo de energia. As microalgas sdo capazes
de alterar sua composicdo intracelular através de alteracbes no meio de cultivo e fatores
ambientais. Em cultivos com reducdo da fonte nitrogenada, por exemplo, pode ocorrer um
maior acimulo de lipidico além de alteragdo gradual da composicao de acidos graxos livres e
triacilglicerdis (BRENNAN; OWENDE, 2010). Estudos recentes tem demonstrado que a
aplicacdo destes micro-organismos para fim energético, apresenta maior viabilidade se aliada a
um sistema de biorrefinaria (ZHU, 2015).

O conceito de fotobiorrefinaria microalgal integra a producdo de biocombustiveis
a bioprodutos, a partir do cultivo de microalgas tornando o processo de obtencdo de energia
economicamente viavel (GOUVEIA, 2011). A microalga Spirulina é uma cianobactéria que
possui capacidade de producdo de uma série de biocompostos e com isso vem sendo estudada
para aplicacdo como base das fotobiorrefinarias microalgais. A partir de sua biomassa podem
ser obtidos macronutrientes como proteinas, carboidratos e lipidios, com aplicabilidade na
producdo de biocombustiveis e compostos como pigmentos e acidos graxos (MORALIS et al.,
2008).

A Spirulina possui certificado GRAS (Generaly Recognized as Safe), que permite
que tanto a biomassa quanto os compostos obtidos a partir dela, possam ser comercializados e
consumidos como alimento e aplicados na industria cosmética desde que a producdo se
enquadre dentro de boas praticas de fabricacgio (ANDRADE; COSTA, 2008). O objetivo do
trabalho foi avaliar a capacidade de biofixagdo de CO, producdo de biodiesel e outros

biocompostos pela microalga Spirulina sp LEB 18.
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5.2.2. Materiais e Métodos
5.2.2.1 Microalga e preparacdo do inoculo

A microalga Spirulina sp LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira na regido sul do Rio
Grande do Sul (MORAIS et al., 2008) foi mantida em meio Zarrouk (Tabela 1) sem fonte de
carbono (NaHCOgz) e com reducdo de 50% da fonte de nitrogénio (NaNOs) em estufa
termostatizada a 30°C e iluminancia de 40,5 pmol.m?s?, fotoperiodo 12h claro/escuro. A
microalga foi mantida nestas condicdes até atingir a fase log de crescimento celular para inicio

do experimento (Apéndice A — Figura A5).

Tabela 1 - Composicdo do meio Zarrouk

Componente Contetdo
NaHCO3 16,80 g.L*
NaNOs 2,50 9.L*
K2HPO4 1,00 g.L?!
NaCl 1,00g.L?
Mg.S0O4.7H20 0,20g.L*
CaCl» 0,04 g.L*
FeS0O4.7H,0 0,01 g.L?
EDTA 0,08 ¢g.L*

Solucédo de Micronutrientes 1mL

Fonte: ZARROUK (1986)

5.2.2.2 Condicdes de cultivo

O meio de cultivo utilizado neste estudo foi 0 mesmo em que o indculo de Spirulina
sp LEB 18 foi mantido (Zarrouk, Tabela 1), no qual a fonte de carbono (NaHCOs3) foi
substituida por 10% CO2 (v/v) injetado a vazdo de 6,5 Lar.mint a cada 40 min por 5 min durante
a fase fotoquimica. A fonte de nitrogénio do meio (NaNO3) foi reduzida em 50%. A microalga
foi cultivada em fotobiorreator tubular horizontal equipado com air lift (FBRT horizontal)
(Figura 1), com volume util de 130 L. O experimento transcorreu em estufa termostatizada a
30°C, fotoperiodo de 12 h claro/escuro e 40,5 umol.m?.s? de iluminancia fornecidos por
lampadas fluorescentes de 40 W. A concentragéo inicial do cultivo foi 0,2 g.L™ (Apéndice A —
Figura A5). O experimento foi conduzido até que a fase de crescimento estacionaria fosse

atingida.



73

Figura 1 - Esquema do biorreator tubular horizontal equipado com air-lift.
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5.2.2.3 Crescimento celular e parametros cinéticos

O monitoramento do crescimento da microalga foi realizado diariamente, através
da medida da concentracdo celular, em triplicata, determinada pela densidade 6tica da cultura
em espectrofotbmetro a 670 nm (QUIMIS Q798DRM). A concentracdo celular foi obtida
através de curva padrdo, relacionando massa seca e densidade ética (Xmax) (COSTA et al.,
2002). A partir destes dados foram calculados produtividade maxima (Pmax), velocidade
especifica maxima de crescimento (Lmax) € tempo de geracéo (tg).

A produtividade (P, g.L.d™?) foi calculada segundo a Equagdo 1, sendo X (g.L™?) a
concentragéo celular final, Xo (g.L™?) a concentragdo de biomassa inicial do cultivo, t (d) o

tempo final e to 0 tempo inicial do cultivo.

X—X
_ (X—Xp) 0
(t— to)
A velocidade especifica maxima de crescimento (umax) foi obtida por regressao
exponencial na fase logaritmica de multiplicacdo celular e o tempo de geracdo (tg) foi obtido a
partir da Equagéo 2 (BAILEY, 1986).
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In2

H max

A cada 24 h foi realizada a medida do pH dos cultivos em pHmetro digital
(QUIMIS Q.400H).

5.2.2.4 Caracterizacéo da biomassa

A biomassa obtida nos experimentos foi centrifugada a 9000 rpm por 15 min e
liofilizada para realizacdo das analises de caracterizacdo. A fim de realizar a comparagdo dos
resultados, as mesmas quantificacbes foram realizadas em Spirulina sp LEB 18 produzida
comercialmente pela empresa Olson microalgas (Camaqud, RS —Brasil), através de cultivo

outdoor em fotobiorreatores raceway em estufa de filme transparente.

Composic¢ao de carboidratos, proteinas e lipidios

A biomassa liofilizada foi reidratada e submetida a sonda ultrassénica (COLE
PARMER CPX 130 — Illlinois — USA) por 10 min em pulsos de 10s, obtendo o extrato
microalgal. A partir deste extrato foram realizadas andlises de carboidratos segundo Dubois et
al. (1956) (curva padrdo de glicose) e teor de proteinas pelo método proposto por Lowry et al.
(1951) (curva padrdo de albumina). Os lipidios foram quantificados a partir da biomassa
liofilizada utilizando método de Folch; Less; Stanley (1957). O teor de umidade foi realizado

de acordo com a metodologia da AOAC (2000). As analises foram realizadas em triplicata.

Determinacao de ésteres metilicos e composi¢do de acidos graxos

A determinacdo de ésteres metilicos foi realizada em triplicata, de duas formas. Na
primeira, 0 método de esterificacdo de lipidios foi aplicado diretamente na biomassa microalgal
(in situ). Na segunda 0 mesmo método de esterificacdo foi aplicado no extrato lipidico obtido
atraves de Folch; Less; Stanley (1957) (convencional). Para esterificacdo, aproximadamente 30
mg da amostra (biomassa seca ou de extrato lipidico) foram tratadas com metdxido de sddio
(MeONa) 0,05M em metanol (MeOH) durante 10 min a 100°C e logo, com cloreto de metila
(MeCl) em MeOH durante 10 min a mesma temperatura (NORMA FRANCESA, 1977). Em
seguida os acidos graxos esterificados passaram por purificacdo em coluna de silica de 100 mg
(Supelco, USA) para retirada de impurezas que podem prejudicar a analise cromatografica. Para
acompanhamento da reagdo foi utilizada cromatografia em camada delgada (CCD).

Ap0s a purificacdo, 1uL de amostra foi analisada por cromatografo gasoso (GC-
2014 — Shimadzu - Japdo) em presenca de padrdo interno, heptadecanoato de metilo, para



75

quantificacdo dos ésteres metilicos. As condicdes para analise em GC foram: detector de chama
ionizante (FID) 340°C; coluna Supelco SP 2330 (Supelco, USA), 30m x 0,25mm x 0,2um e gas
carreador N.. Os picos de acidos graxos foram identificados atraves de cromatograma de

mistura de &cidos graxos metilados padrdo (FAME Mix RMS; Supelco, USA).

Rendimento de biodiesel

Foi calculado o rendimento de biodiesel referente a quantidade de lipidios totais da
biomassa de acordo com o teor de ésteres metilicos obtidos a partir da extracdo direta (realizada
a partir da biomassa seca) e extracdo indireta (realizada a partir do extrato lipidico) através da
Equacdo 3, onde Rrbiodiesel € 0 rendimento tedrico do biodiesel:

ésteres metilicos (g)/g biomassas seca

Ribiodisel = lipidios totais (g)/ g biomassa seca 100 (3)
Transesterificagdo in situ

Para realizar a transesterificacdo in situ utilizou-se 5g de biomassa e metanol, como
substrato na propor¢do 2:1 (p/v), hexano 2:1 (v/v), como co-solvente, e como catalisador
hidréxido de potéssio (KOH 10% p/v). A reacdo foi realizada em shaker (300 rpm) durante 2 h
a 55 °C. Apds a reacdo de transesterificacdo, a massa reacional final constituida de duas fases
foi separada por centrifugacdo e lavada com agua morna para retirada do glicerol resultante da
reacao e catalisador. Para acompanhamento da reacdo foi utilizada cromatografia em camada
delgada (CCD).

Apo6s a lavagem os solventes foram evaporados utilizando rotaevaporador. Para
quantificacdo do biodiesel obtido, os solventes residuais foram evaporados com nitrogénio até
peso constante. O célculo do rendimento de biodiesel (Rrpiodgise;) fOI realizado através da
Equacéo 4:

Miipidios/5Sgbiomassa
RRpiodises =— ————. 100 (4)

Mpiodiesel

Biofixacédo de CO2
Através de analisador elementar CHNS/O (Perkin Elmer 2400 — Série 1) calibrado
com material de referéncia certificado acetanilida, foi obtida a quantidade de carbono da

biomassa microalgal. A partir desses dados pode-se calcular o acimulo de CO: fixado, fixacéo
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diaria de CO; e a biofixacdo de CO2 em mg.L™.d? relacionando o valor de fixacdo diaria ao
volume do biorreator.

O acumulo do CO: fixado (FA, g CO») foi calculado de acordo com a Equacéo 5
onde Xt (g.L ) é a concentragdo celular no tempo t (d), Xo (g.L™?) é a concentragdo no tempo
to, Meom (gc.Oamostrat) € a fragdo massica de carbono determinada na biomassa microalgal,
Vbiorreator (L) € 0 volume de meio no biorreator, Mcoz (g. mol™?) e Mc sdo as massas moleculares

de CO> e carbono, respectivamente.

M
FA = (Xt' XO) Mepm Vbiorreator ( 1(\:/[(12 ) (5)

Foi calculado também a fixagéo diaria de CO, (FD, gcoz fixado. 9co2 injetado .0 %) @
partir da Equacdo 6, onde FA +1)é 0 acimulo do CO> fixado no tempo t+1 (d), FA: é o acumulo
de CO2 no tempo t (d), mig (gCO2) € a massa de CO; injetada diariamente. A fixacdo maxima
diaria (FDmax) € a maxima fixagéo diaria alcancada (MORAIS; COSTA, 2008).

_ (FAq-FA)
Mg

FD (6)

5.2.3. Resultados e Discusséo

O experimento com Spirulina sp LEB 18 utilizando meio Zarrouk com reducédo na
fonte de nitrogénio e substituicdo da fonte de carbono por CO>, apresentou fase de adaptacédo
de aproximadamente 7 d, conforme Figura 2. Apoés este periodo, a velocidade de crescimento
celular aumentou gradualmente, até o ponto onde manteve-se constante, na etapa de
crescimento exponencial entre 12 d e 40 d, até atingir a concentracdo celular maxima. Neste
ponto houve desaceleracdo até o inicio na fase estaciondria, identificada pelo ponto onde a
concentragéo celular se estabilizou. A entrada na fase estacionaria para os cultivos microalgais
ocorre devido ao limitagdo de nutrientes ou sombreamento celular (SCHIMIDELL, 2001). Ao
longo dos experimentos, houve pequena variacdo do pH devido as inje¢Ges de CO», se

mantendo entre 7,75 a 8,83.
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Figura 2- Curva de crescimento da microalga Spirulina sp LEB-18
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A microalga Spirulina sp LEB 18 utilizou a fonte carbono (CO;) para
desenvolvimento e reproducdo celular, produzindo biomassa, mesmo com a reducéo da fonte
nitrogenada. O cultivo realizado em biorreator tubular horizontal apresentou biofixacéo de 160
mg.L.d? (Tabela 7). O mecanismo de biofixacdo de CO, por microalgas é baseado na
capacidade que esses micro-organismos possuem de realizar fotossintese. Mudancas nas fontes
nutricionais geralmente ndo afetam a taxa fotossintética, no entanto, a alteracéo na concentragdo
de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, podem causar a reducdo na absorcdo de CO> nos
cultivos microalgais (OHSE et al., 2007). Outros fatores como, iluminancia, taxa de injecdo de
CO2 nos cultivos, pH, densidade celular e temperatura também podem determinar aumento ou
reducéo na biofixagdo (JARENKOW, 2011).

No experimento com a microalga Spirulina sp LEB 18 os parametros cinéticos
obtidos ao final dos 47 d de experimento foram esperados devido as alteragbes no meio de
cultivo. A reducdo na fonte de nitrogénio é uma forma efetiva de encrementar o acimulo de
lipideos e/ou carboidratos na biomassa microalgal, no entanto o0 aumento destes componentes
nem sempre é proporcional a produtividade, concentragdo celular, velocidade especifica
méaxima de crescimento e tempo de geragcdo (RICHMOND, 2008). Radmann et al. (2011) ao
cultivarem Spirulina sp LEB 18 em meio Zarrouk utilizando 10% de CO2 como fonte de
carbono, durante 15 d em reatoror tubular vertical obtiveram concentracdo celular maxima de

1,53 g.L™! e velocidade especifica maxima de crescimento de 0,22 d* resultados superiores aos
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obtidos no presente estudo. A reducédo da fonte nitrogénio pode ter influenciado negativamente
o desenvolvimento deste micro-organismo, reduzindo a produtividade (0,02+<0,01 g.L.d}),
velocidade especifica maxima de crescimento (0,12+0,01 d*), concentracdo celular maxima
(1,07+0,01 g.L™%) e aumento do tempo de geragdo (5,85+0,28 d). O nitrogénio é um elemento
utilizado pelas células principalmente para formacdo de proteinas e acidos nucléicos, sendo
essencial ao desenvolvimento celular (BEZERRA et al., 2012).

A biomassa de Spirulina sp LEB 18 é rica em macronutrientes carboidratos,
proteinas e lipidios, que podem gerar bioprodutos de alto valor agregado. Na composicao dessa
microalga, tanto cultivada em escala laboratorial quando comercialmente, o macronutriente
presente em maior quantidade foram as proteinas (47,3+1,1% e 44,7+0,2%, respectivamente).
Dentre os compostos proteicos presentes na Spirulina destaca-se a ficocianina, biocorante azul
aplicado na industria alimenticia e cosmética que possui reconhecida capacidade antioxidante
(SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

A Spirulina sp LEB 18 cultivada com reducéo da fonte de N e substituindo a fonte
de C do meio Zarrouk (NaHCO3) por CO2 10% (v/v) apresentou um aumento de quase 6 vezes
no teor de lipidios (32,7+1,50%) quando comparado com o cultivo da mesma espécie em escala
comercial (5,7+0,50%). O tempo de cultivo, até a fase estacionaria, e a reducdo do componente
nitrogenado podem ter contribuido para o aumento da concentracdo lipidica. Na fase de
crescimento exponencial geralmente o teor proteico € mais elevado devido a multiplicacéo
celular e a formacdo dos &cidos nucleicos. A maior producdo de lipidios e carboidratos, no
entanto, ocorre na fase estacionaria como forma de reserva de energia (DUNSTAN, 1993). Ja
reducdo da fonte de nitrogénio em cultivos microalgais é capaz de desviar o metabolismo das
células para a producdo de lipidios ou carboidratos (LOURENCO, 2006). No caso do cultivo
em biorreator tubular de Spirulina sp LEB 18 este desvio foi favoravel a producéo de lipidios
e houve reducdo de aproximadamente 2 vezes no teor de carboidratos (13,4+0,50% e
21,7+0,10%, cultivo em tubular e em escala comercial, respectivamente). Os carboidratos e
lipidios de microalgas tem sido estudados para producgéo de energia e aplicagdo em alimentos.
Sendo assim, os carboidratos obtidos podem ser aplicados na produgéo de bioetanol e os lipidios
na producdo de biodiesel e na obtencdo de acidos graxos essenciais e corantes como a
astaxantina.

O biodiesel consiste de metil esteres de acidos graxos (FAMEs) produzidos por
transesterificacdo de lipidios que influenciam diretamente na qualidade do que é produzido. De
acordo com os FAME no biodiesel, podem haver alteracdes nas caracteristicas de viscosidade,
densidade e numero de cetano (RAMIREZ-VERDUZCO; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ;
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JARAMILLO-JACOB, 2012). Através da analise cromatogréfica, foram identificados 82,7% e
87,6% FAMEs na biomassa da microalga Spirulina sp LEB 18 cultivada em escala laboratorial
em biorreator tubular e comercialmente em biorreatores raceway, respectivamente (Tabela 2).

Os principais &cidos graxos encontrados em ambas amostras foram palmitico,
palmitoleico (C16), oleico, linoleico e linolénico (C18). Estes resultados estdo de acordo com
a literatura que relata que a composicdo de &cidos graxos das microalgas é formada
principalmente por acidos graxos C16 e C18, se aproximando dos 6leos vegetais normalmente
utilizados para producéo do biodiesel, sendo adequados para a producéo deste biocombustivel
(MIAO; WU, 2006; KNOTHE, 2009).

Tabela 2 - Composi¢do de &cidos graxos (% p/p) para os cultivos da microalga Spirulina sp
LEB 18. cultivada em FTBR horizontal (Tubular) e comercialmente em raceway

(Comercial).
Acidos graxos (%) Tubular Comercial
Palmitico(16:0) 44,9 47,2
Palmitoleico (16:1) 2,4 4,2
Oleico (18:1) 3,4 3,0
Linoleico (18:2) 11,1 12,2
y-Linolenico (18:3) 12,7 13,1
Outros* 6,5 6,6
Total &cidos graxos saturados 47,6 49,6
Total acidos graxos insaturados 35,1 38,0
Total FAMEs identificados 82,7 87,6

*13:0/14:0/14:1/15:0/15:1/17:0/16:2 n-4/16:3 n-4/17:1/18:0/16:3 n-4/18:1 trans/18:1 cis n-
9/18:1 cis n-7/18:2 trans/18:2 cis n-6/18:3 n-6/ 18:3 n-3/18:4 n-3/20:0/20:1 n-9/20:2/20:3 n-
6/20:3 n-6/22:0.

O é&cido oleico (18:1), considerado indicador da qualidade do biodiesel foi
identificado em ambas as condicdes de cultivo de Spirulina sp LEB 18, com quantidade entre
3,4% e 3,0%, escala comercial e laboratorial, respectivamente (Tabela 8). A adi¢édo do oleato
de metilo é sugerida para melhorar as propriedades de biodiesel, como estabilidade oxidativa e
temperatura de fusdo (KHNODE, 2008). O acido palmitico foi o FAME dominante entre o total
de identificados (44,9%, cultivo em biorreator tubular e 47,2, cultivo comercial). O teor foi
semelhante ao do 6leo de palma, que apresenta entre 39,2% e 45,8% de 16:0 (DEPARTAMENT
OF STANDARTS MALASYA, 2007). Ao comparar a composi¢do da microalga cultivada em
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escala laboratorial com a comercial, pode-se afirmar que a redugdo na fonte de nitrogénio e a
injecdo de CO> praticamente néo alteraram a composic¢do de FAME na biomassa.

Nos cultivos realizados FBRT horizontal, utilizando CO2 10% (v/v) e com reducéo
da fonte de nitrogénio em escala laboratorial, a esterificacdo direta dos lipidios microalgais
formaram FAMEs saturados (47,6%) e insaturados (35,1%). O maior percentual de FAMEs
saturados é um ponto positivo, j& que quanto mais elevada a concentragdo destes compostos no
biodiesel, maior resisténcia a oxidacdo (KONDAMUDI et al., 2009). A presenca de grande
quantidade de insaturados reduz a estabilidade do biodiesel, fazendo com que se oxide
rapidamente (SARIN et al., 2007) (Tabela 2). Segundo Sarin et al. (2007), o 6leo de palma
apresenta 43,4% de saturados e 41% de acidos graxos insaturados, desta forma, o biodiesel de
Spirulina sp LEB 18 seria mais estavel que de palma.

A transesterificacdo in situ da biomassa de Spirulina sp LEB 18 cultivadaem FBRT
horizontal obteve rendimento de 12,5+0,02%, valor inferior ao obtido teoricamente através do
percentual em ésteres metilicos da biomassa (19,8+1,70%). Esse rendimento pode ser
justificado pelas perdas nas etapas de lavagem e separa¢do no processo de transesterificacdo in
situ aplicado. O 6leo obtido através da transesterificacao in situ apresentou coloracdo amarelada
devido a composicdo de carotenoides dentre as espécies apolares presentes na microalga
Spirulina sp LEB 18 (Apéndice A — Figura A6 e A7).

O rendimento tedrico obtido para esterificacdo do extrato lipidico da biomassa
(47,4+1,40%), foi aproximadamente 4 vezes superior que o rendimento in situ real e 2 vezes
maior que o rendimento in situ tedrico. Este resultado destaca a importancia do estudo da
extracdo dos lipidios microalgais principalmente para a reducdo dos custos e dos tempos de
reacdo e aumento do rendimento das metodologias aplicadas, viabilizando ainda mais a
transesterificacdo convencional. A transesterificacdo convencional é a conversdo quimica de
triacilglicerideos (6leo) em FAMEs através de um solvente e um catalisador que compreende
duas etapas: extracdo do Oleo da matéria-prima e esterificacdo do Oleo obtido. Quando o
processo ocorre in situ as etapas de extracédo e esterificacdo ocorrem juntas em uma Unica etapa.
O uso deste método na obtencao de biodiesel a partir da biomassa microalgal reduz os custos

de extracdo além do tempo de reacdo (PANDEY et al., 2014).

5.2.4. Concluséo
A microalga Spirulina sp LEB 18 cultivada com reducdo de nitrogénio no meio de
cultivo e CO2 como fonte de carbono apresentou composi¢do rica nos macronutrientes,

proteinas (47,3%) carboidratos (13,4%) e lipidios (32,7%). Os lipidios avaliados quanto a
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producdo de biodiesel apresentaram rendimento tedrico de 19,8% para transesterificagéo in situ
e 47,9% para transesterificagdo convencional destacando a importancia da avaliacdo das
condicdes de extracdo do 6leo microalgal. A microalga teve capacidade de biofixar 160 mg.L.d"
! de CO; gerando biomassa a uma produtividade maxima de 0,02 g.L.d. Os biocompostos
produzidos possuem aplicabilidade nas industrias alimenticia farmacéutica e energética. A
biomassa microalgal possui potencial para producdo de biodiesel que pode ser aplicado em
substituicdo ou em mistura com diesel tradicional. Os resultados obtidos reforcam o uso do
conceito de fotobiorrefinaria para o aproveitamento de todos os compostos da microalga
viabilizando a producdo de bioprodutos. O consumo de CO. pela microalga aumenta a
viabilidade do processo, fechando um ciclo dentro do conceito de biorrefinaria microalgal,
podendo consumir o CO. produzido através da queima dos biocombustiveis gerados pela

prépria microalga.
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6. CONCLUSAO GERAL

As microalgas cultivadas em todas as condicdes de cultivo foram capazes de
produzir biomassa rica em lipidios com composicao de acidos graxos semelhantes a de 6leos
produzidos a partir de vegetais superiores (C16 e C18) e presenca do acido oleico (18:1),
indicador de qualidade do biodiesel. O maximo rendimento em biodiesel foi obtido no
experimento com a microalga Spirulina sp LEB 18 (51,5%) no experimento mixotrofico em
batelada contendo 0,01 mol.L* de glicerina em fotobiorreator tubular vertical, com percentual
lipidico de 24,1%. De acordo com a composicao de acidos graxos, o 6leo produzido também
nesta condicdo, seria 0 mais estavel com 58,3% de ésteres saturados e 29,9% insaturados. A
comparacéo entre as reacOes de transesterificacdo in situ e convencional indicaram rendimento
superior do modo convencional indicando a importancia do estudo da extracdo dos lipidios
microalgais. A biomassa microalgal possui potencial para producdo de biodiesel que pode ser
aplicado em substituicio ou em mistura com diesel tradicional, a maior preocupacgéo
relacionada a esse processo biotecnoldgico envolvem questbes de viabilidade. Os resultados
obtidos reforcam a idéia da aplicacdo do conceito de fotobiorrefinaria para o aproveitamento
de todos os compostos da microalga viabilizando a producéo de bioprodutos. Ao mesmo tempo
que biodiesel é produzido pode ser realizado o tratamento dos efluentes gerados pela sua
producdo e aplicacdo tornando o processo ainda mais sustentavel fechando um ciclo dentro do
conceito de biorrefinaria. Esta potencialidade aliada a capacidade de obtencéo de biocompostos
de alto valor agregado em paralelo a producéo de triacilglicerdis, reduzem os custos do processo

aumentando a viabilidade da producéo do biocombustivel.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
- Estudar o efeito de diferentes concentracbes de glicerol no desenvolvimento celular e
composicao da biomassa microalgal,
- Avaliar o cultivo de microalgas utilizando glicerol e diferentes concentracbes de alcool,
solventes, catalisador e sabdes;
- Avaliar o cultivo de microalgas com glicerol bruto e glicerol bruto apds direntes tratamentos
para retirada de alcoois, catalisadores, solventes e sabdes ;
- Cultivar microalga com gas de combustdo de origem industrial e avaliar producdo de
biodiesel;
- Estudar a producdo de biodiesel microalgal junto a producdo de outros bioprodutos e

biocombustiveis dentro de um conceito de fotobiorrefinaria.
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10. APENDICE
Apéndice A -Figuras

Figura 1A — Inéculos das microalgas Spirulina sp LEB 18, Chlorella fusca LEB 111 e
Scenedesmus actus LEB 116 em fotobiorreatores erlenmeyers.

Figura 2A — Experimento em fotobiorreator tubular vertical com as microalgas Spirulina sp
LEB 18, Chlorella fusca LEB 111 e Scenedesmus actus LEB 116 com adi¢édo de glicerina
0,01 mol.L* sob difentes formas de conducio do cultivo.
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Figura 3A — Experimento microalga Scenedesmus actus LEB 116 experimentos: A e B -
duplicata cultivo sem adi¢éo de glicerina, C e D — Cultivo com adicéo de glicerina, 0,01
mol.L? batelada alimentada com adig&o nos tempos 0 d, 5d, 10 d e 15 d onde (1) 3 dias de
experiment e (2) 5 dias de experimento

(1)

STPRSERESE R [

Figura 4A — Experimento microalga Scenedesmus actus LEB 116 ap6s 5 dias de
experimento. (A) cultivo sem adicdo de glicerina e (B) cultivo com adicdo de glicerina, 0,01
mol.L?! batelada alimentada com adic&o nos tempos 0 d, 5 d, 10 d e 15 d. (1) Visualisacio dos
aglomerados celulares a partir da aproximacao do reator. (2) Visualisagdo dos aglomerados
celulares em microscopio 40x.

(A) (B)
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Figura 5A — Cultivo em fotobiorreator tubular horizontal equipado com air-lift da microalga
Spirulina sp LEB-18 em meio Zarrouk utilizando CO2 (10% v/v) como fonte de carbono e
reducédo da fonte nitrogenada (KNOs) em 50%. (A) Inoculo e (B) Inicio do experimento.

(A) (B)

Figura 6A — Biodiesel extraido do experimento com microalga Spirulina sp LEB 18
cultivada em fotobiorreator tubular horizontal equipado com air-lift , meio Zarrouk utilizando
CO2 (10% v/v) como fonte de carbono e reducdo da fonte nitrogenada (KNO3) em 50%.

Figura 7A — Cromatografia em camada delgada amostras: (A) biodiesel de dleo de soja e
(B)(C) duplicata biodiesel microalgal.

|
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Apendice B — Resultados preliminaries

Foi realizado uma adaptacdo de indculos com as microalgas Chlorella fusca e
Scenedesmus actus em meio de cultivo BG-11 complementado com glicerina P.A. a 0,01 M
durante 3 d. Com estas microalgas experimentos foram conduzidos em estufa termostatizada a
30°C, iluminancia de 40,5 pmol.m2.s? e fotoperiodo 12h claro/escuro. Estes experimentos
foram interrompidos a partir do 12° dia de experimento devido a alta decantacdo do meio de
cultivo que impossibilitava a leitura correta da concentracdo celular. Os cultivos atingiram
concentracdes celulares maximas de 0,69 g.L™ e 0,50 g.L"* para Scenedesmus actus LEB 116 e
Chlorella fusca LEB 111. A Figura 1B apresemta as curvas de crescimento.

Figura 1 B Curva de crescimento Scenedesmus actus LEB 116 (e) e Chlorella fusca LEB
111 (o) cultivadas em meio complementado com glicerina P.A. 0,05mol.L™.
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Com a intencdo de reduzir a decantacdo celular foi implantado um sistema de
circulacéo de meio de cultivo através da ligacdo de uma bomba de circulagéo na saida do reator
conforme a Figura 2B. No entanto, a partir do 3° dia de experimento foi observada a reducao
na velocidade de cresciemento celular, até a morte no 5° dia. A morte celular se deu devido ao

rompimento celular causado pela abrasdo das células ao passar pelo mecanismo da bomba.
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Figura 2 B Esquema fotobiorreator tubular vertical adaptado com bomba de circulacéo de
meio de cultivo (a) Esquema em funcionamento indculo de Chlorella fusca LEB 111 em meio
complementado com glicerina P.A. 0,01 mol.L™ (1d)e (b) Montagem do sistema




