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RESUMO

Considerando os problemas ambientais da atualidade, solugbes para minimizar os
efeitos da poluicdo tém sido amplamente investigadas. As microalgas apresentam
uma gama de aplicagdes no tratamento de efluentes, tanto liquidos quanto gasosos,
por meio de seu metabolismo fotossintetizante. Pensando nisso, uma churrascaria
de Curitiba-PR, implantou um sistema biolégico, empregando microalgas, para tratar
a fumacga gerada em suas atividades. Estudos vem sendo realizados para agregar
valor a biomassa formada. O principal objetivo deste trabalho foi o de avaliar a
obtencdo de ésteres etilicos a partir da biomassa destas microalgas, com vistas a
producédo de biodiesel. Os principais parametros avaliados foram o rendimento em
biomassa seca apds a colheita; o teor de lipideos totais; o indice de acidez dos
lipideos extraidos, a sintese de ésteres etilicos de acidos graxos por
transesterificacao in situ e o perfil composicional com relagdo ao uso como biodiesel.
Os resultados revelaram que a quantidade em peso seco de biomassa de
microalgas foi satisfatoria, atingindo maior concentragdo comparado aos cultivos
anteriores. Apo6s a eletro flotacao, foi necessaria uma etapa de sedimentagao antes
que se procedesse a liofilizagdo. O rendimento em biomassa liofilizada chegou a
0,3397 g.L™". A biomassa apresentou um teor de lipideos totais de 18% quando
usado metanol ou etanol e 11,44 % quando foi usado n-hexano como solvente
extrator. O indice de acidez do extrato lipidico foi de 29,54 + 2,76 mg KOH.g™". Nas
reacoes de transesterificacado in situ, foram avaliados os parametros temperatura e
tempo de reacdo. A identificacdo e quantificacdo dos ésteres etilicos de acidos
graxos foram feitas com base em cromatogramas. Degrada¢des de ésteres geraram
perda de rendimentos ap6s 30 minutos de reagdo. Os maiores rendimentos nas
temperaturas de estudo (45, 60 e 90 °C) foram obtidos aos 180 minutos de reagio,
chegando aos 37,81; 40,15 e 43,03 mg de ésteres.g” de biomassa liofilizada. O
perfil cromatografico revelou predominancia dos ésteres etilicos C16:1 e C18:2 (30 -
35% cada). Este perfil favorece a propriedade de ponto de entupimento de filtro a

frio, mas pode apresentar problemas envolvendo baixa estabilidade oxidativa.

Palavras-chave: Microalgas. Transesterificacdo in situ. Esteres etilicos de acidos

graxos. Mitigagao de CO,. Biodiesel.



ABSTRACT

Taking into consideration the current environmental issues, solutions to minimize the
effects of pollution have been widely investigated. Microalgae display several
applications in the treatment of effluents, either in liquid or gaseous form, through
their photosynthetic metabolism. In this line of thinking, a barbecue restaurant in
Curitiba-PR, implemented a biological system, employing microalgae, to process the
smoke generated in its activities. Studies have been done to accrue value to the
formed biomass. The main objective of this project was to evaluate the obtention of
ethyl esters from this microalgae biomass, aiming at the production of biodiesel. The
main parameters evaluated were the yield of dry biomass after harvest; total lipids;
the acidity of extracted lipids; obtention of fatty acids ethyl esters through in situ
transesterification and evaluating its compositional profile regarding its use as
biodiesel. The results revealed that the amount in dry weight, of microalgae biomass
was satisfactory, reaching a higher concentration regarding previous cultures. After
the electroflotation, a sedimentation stage was necessary so the lyophilization could
proceed. The lyophilized biomass yield reached 0.3397 mg.L". The biomass
presented a total lipid content of around 18% when methanol or ethanol were used,
and of 11.44% when n-hexane was used. The acidity index from lipids was 29.54 +
2.76 mg KOH.g™". In in situ transesterification reactions, the temperature and reaction
time parameters were evaluated. The identification and quantification of ethyl esters
of fatty acids were made based on chromatograms. Esters degradation generates a
loss in productivity after 30 minutes. The highest yields in the temperature studies
(45, 60 e 90 °C) were obtained at 180 minutes of reaction, reaching 37.81; 40.15 e
43.03 mg of esters.g” of dry biomass. The chromatographic profile revealed the
predominance of ethyl esters C16:1 and C18:2 (30 - 35% each). This profile is
favorable to the cold-filter plugging point, but can present problems involving low

oxidative stability.

Keywords: Microalgae. In situ transesterification. Fatty acids ethyl esters. CO,

mitigation. Biodiesel.
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1 INTRODUGAO

A substituicao parcial dos derivados do petroleo por biocombustiveis liquidos
parece ser uma opg¢ao inadiavel, decorrente da busca mundial pelo equilibrio
ecologico sustentado na redugao das emissdes de didxido de carbono (ZUNIGA et
al., 2011). Pesquisas em busca por fontes alternativas e/ou complementares para
producdo de energia estdo amplamente relacionadas com a producdo de
biocombustiveis, mais especificamente o biodiesel, que é comumente reconhecido
como uma alternativa verde ao diesel de petréleo e oriundo de fontes renovaveis
(BRANCO, 2013).

A ampliacdo da producdo de biocombustiveis é atribuida a discussao
internacional sobre mudancas do clima e as tentativas do aumento da producgao de
energias renovaveis com consequente diminuicdo de emissao de dioxido de carbono
(CO,) (FREITAS; THOME; BOUDEAUX-REGO, 2013). Dentre os biocombustiveis,
destacam-se o etanol, que no Brasil € amplamente produzido a partir da cana-de-
agucar, e o biodiesel, produzido a partir da transesterificacdo de 6leos vegetais e
gorduras animais. Este combustivel tem propriedades mais atraentes do que o
diesel de petroleo, do ponto de vista ambiental, tais como a biodegradabilidade, a
origem em fontes renovaveis, a auséncia de toxicidade, sendo essencialmente livre
de enxofre e compostos aromaticos (ZAGO, 2010).

O interesse nas microalgas para a produgédo de biodiesel se deve ao seu
alto conteudo de lipideos em algumas espécies e ao fato de que a sintese destes
pode ser manipulada por mudancas nas condi¢des de cultivo (ARIAS PENARANDA;
MARTINEZ ROLDAN; CANIZARES VILLANUEVA, 2013).

A poluicdo atmosférica tem-se tornado um dos maiores problemas
ambientais ap6s a revolugcdo industrial. Com esta, além dos problemas do
aquecimento global e de problemas respiratérios, ainda encontram-se os
relacionados ao odor produzido por compostos volateis (MIKAMI, 2011). Vistos os
problemas ambientais decorrentes da poluicdo, evidencia-se a necessidade de
encontrar novas alternativas que venham a prevenir e controlar essa poluigcao de
forma eficiente, evitando a degradacdo ambiental. Os processos biologicos
apresentam caracteristicas apropriadas para auxiliar no combate a poluigéo,

tornando os micro-organismos objetos de diversos estudos e pesquisas (SCHMITZ;
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DAL MAGRO; COLLA, 2012). A integragao de varios processos visando a maxima
economia e beneficios ambientais minimiza a quantidade de residuos produzidos e o
nivel de poluigado (KIRAN; KUMAR; DESHMUKH, 2014).

O sequestro de gases causadores do aquecimento global tem sido pauta de
inUmeros projetos em que organismos fotossintetizantes absorvem CO, e dissolvem-
no em biomassa. Microalgas possuem aparato fotossintético para desempenhar este
sequestro (VIEIRA, 2011).

Ao longo da ultima década, o uso de microalgas para a produgdo de
biocombustiveis e sequestro de CO; vem se tornando um desafio em todo o mundo.
Os custos do processamento ainda sao demasiado elevados para que sejam
considerados rentaveis, levando a necessidade de encontrar derivados de maior
valor para otimizar o valor acrescentado a biomassa (SERIVE et al., 2012).

O Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR), utilizou microalgas para
desenvolver um sistema de captacdo de emissdes de CO, emitidas pela chaminé da
churrascaria Devon's Grill, localizada em Curitiba - PR. Inicialmente as algas eram
coletadas no Passeio Publico (Curitiba, PR), mas com o uso da biotecnologia foi
feita uma selegdo para as espécies com maior resisténcia (SCHUTTEL, 2012). A
obtencdo de novos produtos vem sendo pesquisada a partir das algas utilizadas na
metabolizacdo da fumaca. Dentre os produtos que estdo sendo explorados estédo as
linhas de pesquisas para producao de oleo lubrificante e biodiesel (TECPAR, 2013).
O sistema consiste de dois fotobiorreatores de placas planas contendo microalgas,
para onde a fumaga captada da chaminé é direcionada e injetada. Essas microalgas,
através de seu metabolismo em presengca de luz, utilizam como nutrientes
componentes presentes na fumacga, removendo assim compostos causadores do
odor (TOWS, 2013). Como consequéncia, ocorre a geracdo de biomassa de
microalgas que podem ser utilizadas na geragéo de produtos com valor agregado.

Pesquisas tém sido realizadas neste sistema para caracterizar e otimizar o
crescimento de biomassa microalgal (D'AQUINO; SCHROEDER, 2009; MIKAMI,
2011; ORTIZ RICO, 2014), facilitar a colheita da biomassa gerada, que atualmente &
realizada por eletroflotacdo (MICHELON, 2013), e investigar o aproveitamento
adequado para a biomassa formada (CAVALCANTI et al., 2014; LEAL, 2015).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BIODIESEL

Atualmente ha uma tendéncia internacional na busca de combustiveis mais
limpos e novas fontes de energia com baixa emissdao de carbono (ARIAS
PENARANDA; MARTINEZ ROLDAN; CANIZARES VILLANUEVA, 2013). Os
biocombustiveis sao considerados fonte de energia limpa e renovavel e estao
disponiveis em grande abundancia na natureza, além de serem produzidos em
grande e pequena escala pela agricultura moderna (MMA, 2015).

O biodiesel € um combustivel biodegradavel derivado de fontes renovaveis
como Oleos vegetais e gorduras animais. Esse biocombustivel substitui total ou
parcialmente o diesel de petréleo, em motores do ciclo diesel de caminhdes,
tratores, veiculos utilitarios, automoéveis e também motores de maquinas que geram
energia (MME, 2015), reduzindo a dependéncia sobre os combustiveis derivados do
petréleo e reduzindo a geracdo das principais emissdes presentes nos gases de
exaustao (KNOTHE et al., 2006). Além disso, é totalmente compativel com o diesel
de petréleo em praticamente todas as suas propriedades; possui alto ponto de
fulgor, o que Ihe confere manuseio e armazenamento mais seguros; apresenta
excelente lubricidade e pode ser estocado por um ano sob condigdes normais de
armazenamento, sem mudangas drasticas em seus parametros de qualidade
(KNOTHE et al., 2006).

Alguns dos problemas inerentes ao biodiesel estao relacionados ao seu alto
custo, ao aumento que causa nas emissdes de 6xidos de nitrogénio (NOy) nos gases
de exaustado e sua baixa estabilidade quando exposto ao ar (KNOTHE et al., 2006).

No Brasil, a definicao oficial de biodiesel é dada através da Lei n° 11.097, de
13 de janeiro de 2005, como sendo um combustivel derivado de biomassa renovavel
para uso em motores a combustdo interna com ignigdo por compressao, que possa
substituir parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem féssil (BRASIL, 2005).

As gorduras sao normalmente obtidas de animais e em geral compostas de
triacilgliceréis com acidos graxos saturados ou acidos graxos com apenas uma
ligacdo dupla. Os 6leos sdo obtidos dos produtos vegetais, como milho, feijao, soja,
olivas e amendoim (BRUICE, 2006). Os triacilgliceréis em qualquer 6leo vegetal sao

uma mistura de acidos graxos insaturados e saturados esterificados ao glicerol;
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materiais graxos de animais terrestres possuem teores muito mais elevados de
acidos graxos saturados (MOUSDALE, 2008).

Para se tornar compativel com os motores a diesel, o 6leo vegetal precisa
passar por um processo quimico chamado transesterificagdo (ANP, 2012), que
consiste na transformacgao de 6leos vegetais em uma mistura de ésteres de acidos
graxos por um processo frequentemente descrito como sendo semelhante a
"cracking" de petréleo (MOUSDALE, 2008). Neste processo, um mol de triacilglicerol
reage com trés mols de alcool, usualmente o metanol ou o etanol, na presencga de
um catalisador, que pode ser homogéneo, heterogéneo ou enzimatico (RAMOS et

al., 2011). A equacgéao geral da transesterificagao encontra-se na Figura 1.

R
O:<
: catalisador //
+ 3R—OH =—*= CH—OH + 3 /O—C\
CH—-0 i K !
< > 3 HO——CH,

O R
R_<
O
Triacilglicerol Alcool Glicerol Esteres

FIGURA 1 - EQUAGCAO GERAL DA REAGCAO DE TRANSESTERIFICACAO.

FONTE: Adaptado de Carvalho Junior (2010).

NOTA: "R" representa a cadeia carbdnica dos acidos graxos; "R representa a cadeia carbdnica do
alcool reagente.

O processo de transesterificagdo € afetado pelas condigbes de reagédo, a
razdo molar de alcool para oleo, o tipo de alcool, o tipo e a quantidade de
catalisador, o tempo de reacdo, a temperatura e a pureza dos reagentes (MEHER,;
SAGAR; NAIK, 2006).

Na reagao de transesterificagdo, trés mols de ésteres e um mol de glicerol
sdo gerados. Segundo Ramos et al. (2011), a razao molar estequiométrica de alcool

e Oleo na transesterificacdo € de 3:1 (trés mols de alcool para um mol de 6leo),
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porém, um amplo excesso de alcool, usualmente 6:1 ou 12:1, é utilizado para
deslocar o equilibrio quimico a fim de maximizar a producéo de ésteres graxos.

O metanol é o alcool predominantemente empregado em todo mundo para a
produgdo de ésteres de acidos graxos para uso como biodiesel (KNOTHE et al.,
2006). Seu uso é mais justificado pela sua maior reatividade. Assim, o teor utilizado
na reagcao € menor e o tempo reacional € mais curto. Isto impacta no custo final do
processo. Além disso, o uso do metanol facilita a separagcdo das fases éster e
glicerol (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009; BRANDAO et al., 2010). Em algumas
regides, mais notadamente no Brasil, a disponibilidade de matéria-prima e tecnologia
permite a producdo economicamente viavel de etanol por processos fermentativos,
resultando em um produto mais barato que o metanol (KNOTHE et al., 2006). O
etanol é consideravelmente menos toxico, € renovavel e produz biodiesel com maior
numero de cetano e lubricidade. Porém, uma grande desvantagem do etanol esta no
fato deste promover uma maior dispersao da glicerina no biodiesel, dificultando a
sua separagdo (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). O uso de alcoois de cadeia ainda
mais longa para a producéo de biodiesel também ja foi descrito, e foi demonstrado
que os ésteres derivados destes alcoois oferecem a vantagem de exibir pontos de
congelamento inferiores aos observados nos ésteres metilicos correspondentes. Por
outro lado, o alto custo de alcodis de cadeia longa torna o biodiesel deles derivado
praticamente inviavel para uso comercial (KNOTHE et al., 2006).

Dentre os varios tipos de catalisadores estudados para a reacédo de
transesterificacdo, os principais exemplos s&o os hidréxidos e alcéxidos de metais
alcalinos e os acidos sulfurico, fosforico, cloridrico e organossulfénicos (SUAREZ et
al., 2007). A alcodlise em meio alcalino muito é sensivel a presenca de acidos
graxos livres, pois estes reagem com a base utilizada como catalisador, levando a
formacgao de sabdes que inibem a alcodlise ou diminuem o rendimento do processo
(RAMOS, et al., 2011).

A reacgao de transesterificagdo realizada pela catalise acida ocorre de forma
mais lenta do que a via alcalina, porém a sua utilizacdo se faz necessaria quando
altos teores de acidos graxos livres estdo presentes nos glicerideos (ALVES, 2012).
A transesterificacdo acida requer condigdes de trabalho mais enérgicas em relagéo a
alcodlise em meio alcalino. As reagdes devem ser conduzidas com elevadas razdes

molares, sendo comum o uso de 30:1. Ndo o bastante, as reacdes devem ser
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realizadas em temperaturas proximas da temperatura de ebulicdo do alcool utilizado
como agente de transesterificacdo (RAMOS, et al., 2011).

A sintese do biodiesel também pode ser realizada por catalise heterogénea.
Tal estratégia oferece vantagens técnicas e ambientais em relacdo a catélise
homogénea, pois facilita a purificagdo dos monoésteres alquilicos, permite a
reciclagem do catalisador sélido ao longo de sua vida util e minimiza a geragéo de
efluentes (CORDEIRO et al., 2011). Além disso, a recuperagdo e purificagdo do
glicerol produzido na alcodlise sdo consideravelmente simplificadas (RAMOS, et al.,
2011), ndo se produz sabdes, por neutralizacdo dos acidos graxos livres, e
tampouco por saponificagdo dos triacilglicerdis. Entretanto, este sistema requer
condigbes mais drasticas de reagdo (SILVA-BAUMGARTNER, 2011).

Considerando os problemas de saponificagcdo durante a reacdo de
transesterificacdo, a partir de 6leos com altos teores de acidos graxos livres e a
baixa taxa de reagcdo nas reagdes catalisadas por acidos, muitas pesquisas tém sido
realizadas com catalisadores enzimaticos visando um produto final com melhores
qualidades (ALVES, 2012). A maioria das enzimas apresenta bom desempenho em
condicdes suaves de temperatura e pressao, demandando baixo consumo de
energia quando comparado a outros processos (MEDEIROS et al., 2013) e os
processos enzimaticos sdo geralmente mais limpos e ecolégicos (RIVERA;
VILLANUEVA; SANDOVAL, 2009).

2.1.1 Padrdes de qualidade

Para garantir a qualidade do biodiesel € necessario estabelecer padrées de
qualidade, objetivando fixar teores limites dos contaminantes que nao venham
prejudicar a qualidade das emissdes da queima, bem como o desempenho, a
integridade do motor e a seguranga no transporte e manuseio (LOBO; FERREIRA;
CRUZ, 2009). Geralmente, a qualidade do combustivel pode ser influenciada por
varios fatores, incluindo a qualidade da matéria-prima, a composi¢do em acidos
graxos do oOleo vegetal ou gordura animal de origem, o processo de produgéo, o
emprego de outros materiais no processo e parametros posteriores a producio
(KNOTHE et al., 2006).
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O biodiesel comercializado em todo o territério nacional deve atender a

especificacdo definida no Regulamento Técnico da Agéncia Nacional de Petrdleo,
Gas Natural e Biocombustiveis (ANP n° 45, de 25/08/2014), independente da origem

do dleo ou gordura, levando em conta que suas caracteristicas sao variaveis.

Quando enquadrados nesses limites, o biodiesel podera ser usado na maioria dos

motores modernos sem modificacdo e mantera o mecanismo, a durabilidade e a

confiabilidade do motor (ZUNIGA et al., 2011).

A especificagao definida pela ANP (TABELA 1) foi elaborada com base em

normas da Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e normas

internacionais como a American Society for
International Organization for Standardization
Normalisation (CEN) (DIB, 2010).

TABELA 1 - PADROES DE QUALIDADE DO BIODIESEL.

Testing and Materials (ASTM),
(ISO) e Comité Européen de

Caracteristica

Limite

Aspecto

Massa especifica a 20 °C

Viscosidade cinematica a 40 °C
Teor de agua, max.

Contaminagao total, max.

Ponto de fulgor, min.

Teor de éster, min.

Cinzas sulfatadas, max.

Enxofre total, max.

Saédio + potassio, max.

Calcio + magnésio, max.

Foésforo, max.

Corrosividade ao cobre, 3h a 50 °C
Numero cetano

Ponto de entupimento de filtro a frio, max.
indice de acidez, max.

Glicerol livre, max.

Glicerol total, max.

Monoacilglicerol, max.

Limpido e isento de impurezas
850 a 900 kg.m-°

3,0a6,0 mm2s”
200,0 mg.kg”
24 mg.kg'1
100,0 °C

96,5 % massa
0,020 % massa
10 mg.kg'1

5 mg.kg'1

5 mg.kg'1

10 mg.kg'1

1

Anotar

(")

0,50 mg KOH.g™
0,02 % massa
0,25 % massa

0,7 % massa

continua
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TABELA 1 - PADROES DE QUALIDADE DO BIODIESEL. continuagdo
Caracteristica Limite
Diacilglicerol, max. 0,20 % massa
Triacilglicerol, max. 0,20 % massa
Metanol e/ou etanol, max. 0,20 % massa
indice de iodo Anotar
Estabilidade a oxidagdo 110 °C, min. 8h

FONTE: Adaptado de ANP (Resolucédo n°. 45, de 25 de agosto de 2014).
NOTAS: *Limites conforme a Tabela 2.

Algumas propriedades do biodiesel estdo relacionadas com a estrutura de
suas moléculas, como massa especifica, viscosidade cinematica, indice de iodo,
fracdo de destilados, numero de cetano, ponto de névoa, ponto de entupimento de
filtro a frio e ponto de fluidez (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).

Com relagao a densidade, quanto maior o comprimento da cadeia carbdnica
do éster alquilico, maior sera a densidade, no entanto, este valor decrescera quanto
maior for o nimero de insaturacdes presentes na molécula (LOBO; FERREIRA;
CRUZ, 2009). Como a bomba injetora alimenta o motor com volumes constantes
para cada condicdo de operacao, a variagdo da densidade promove alteragado da
massa de combustivel injetada (ZUNIGA et al., 2011).

Quanto a viscosidade cinematica, os autores Knothe et al. (2006), explicam
que nos 6leos vegetais esta caracteristica € muito superior quando comparada com
a viscosidade cinematica de combustiveis convencionais derivados do petréleo.
Segundo eles, altas viscosidades causam ma atomizagdo do combustivel na camara
de combustdo do motor, acarretando sérios problemas operacionais como a
ocorréncia de depédsitos em suas partes internas. Sob a perspectiva motora, as
caracteristicas fisicas da viscosidade cinematica e do ponto de ignicdo depdem em
favor do biodiesel, porque se aproximam consideravelmente mais das propriedades
do diesel mineral do que os dleos vegetais (GUERRA; FUCHS, 2010).

O ponto de entupimento de filtro a frio € definido como a menor temperatura
em que 20 mL de éleo passa com seguranga através do filtro em um tempo de 60
segundos (KNOTHE, et al., 2006). Em regides de clima mais frio, as baixas
temperaturas provocam o surgimento de cristais no biodiesel (OLIVEIRA et al.,
2012) e perdem sua filtrabilidade (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). Segundo

Mattos (2012), a solidificacao parcial ou a perda de fluidez do biodiesel leva a
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problemas de interrupcéo do fluxo de combustivel, com o entupimento do sistema de
filtragdo, ocasionando problemas na partida do motor.

O Brasil, com sua grande extensao territorial, apresenta diferengas
climaticas consideraveis entre seus estados, sendo que a Regidao Sul registra as
menores temperaturas do pais durante o inverno. A Resolugdo da ANP n°. 45, de 25
de agosto de 2014, estabelece limites maximos para o ponto de entupimento de filtro

a frio de acordo com os estados brasileiros e a época do ano (TABELA 2).

TABELA 2 - LIMITES DE PONTO DE ENTUPIMENTO DE FILTRO A FRIO.

Unidades da federagao

Més SP - MG - MS GO/DF -MT -ES -RJ PR-SC -RS
Jan 14 14 14
Fev 14 14 14
Mar 14 14 14
: Abr 12 14 10
é:. Mai 8 10 5
E Jun 8 10 5
e Jul 8 10 5
2 Ago 8 10 5
E Set 8 10 5
Out 12 14 10
Nov 14 14 14
Dez 14 14 14

FONTE: Adaptado de ANP (Resolugéo n°. 45, de 25 de agosto de 2014).
NOTAS: Para os estados ndo contemplados, o ponto de entupimento a frio permanecera 19°C.

Estudos tém sido realizados na busca de melhorias do fluxo de biodiesel
para uso em regides frias. Por exemplo, Mattos (2012) estudou o efeito de aditivos
naturais ao biodiesel e sua interferéncia no ponto de entupimento de filtro a frio do
biodiesel; o limoneno reduziu o ponto de entupimento do biodiesel de éleo de soja
em mais de 7 °C e no biodiesel de gordura suina a redugao foi de 10 °C, o que
significa o ponto de entupimento de filtro a frio em temperatura inferior a 13 °C.
Balen (2012) conseguiu melhor desempenho no biodiesel (B100) de 6leo de soja
com a aplicagdo de varios aditivos. De acordo com a ANP (2012), é possivel,

também, usar mais de uma fonte vegetal no mesmo biodiesel. A mamona, por
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exemplo, se usada em mistura com outros Oleos, agrega propriedades positivas ao
produto final, como a reducdo do ponto de congelamento, sem alterar as
especificagdes exigidas pela ANP. Os autores Macédo et al. (2009) demonstraram
que a as viscosidades dos biocombustiveis produzidos a partir das misturas dos
Oleos de mamona e babagu s&o mais baixas do que as do biodiesel gerado somente

pelo 6leo de mamona, respeitando os limites da ANP.

2.1.2 Matérias-primas

Todos os Oleos vegetais, enquadrados na categoria de Oleos fixos ou
trigliceridicos, podem ser transformados em biodiesel (TAPANES et al., 2013).
Assim, € possivel obter na natureza uma variedade de 6leos vegetais com potencial
para serem empregados como matéria-prima para a produgdo de biodiesel. Os
autores Tapanes et al. (2013) citam algumas espécies vegetais que poderiam ser

utilizadas para tal propdosito:

(...) poderiam constituir matéria-prima para a produgdo de biodiesel, os
Oleos das seguintes espécies vegetais: amendoim, milho, soja, polpa do
dendé, améndoa do coco de dendé, améndoa do coco da praia, carogo de
algoddao, améndoa do coco de babagu, semente de girassol, baga de
mamona, semente de colza, semente de maracuja, semente de pinhao
manso, polpa de abacate, carogo de oiticica, semente de linhagca, semente
de tomate, entre muitos outros vegetais em forma de sementes, améndoas
ou polpas (TAPANES et al., 2013).

De fato, € possivel encontrar na literatura varios trabalhos relacionados a
sintese de ésteres de acidos graxos a partir de diferentes matérias-primas, tais como
améndoa do coco de babacgu (LIMA et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2009);
semente de maracuja (MELO; ZAMIAN, 2006; TRAJANO et al., 2009; DOMINGUES
et al, 2014), polpa de abacate (BUOSI, 2013). Além dos 6leos vegetais e gorduras
animais, outros materiais como 6leos utilizados para a coc¢ao de alimentos (fritura)
também sao adequados para a producido de biodiesel; no entanto, mudancas no
procedimento de reagdo sido frequentemente necessarias devido a presenga de

agua e de acidos graxos livres (KNOTHE et al., 2006). Gorduras animais, oleos
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vegetais hidrogenados e dleos de fritura que contém gordura de frango apresentam
teores mais altos de acidos graxos saturados que a maioria dos 6leos vegetais de
clima temperado. Estes acidos graxos podem causar problemas de estabilidade em
baixas temperaturas e de desempenho no motor (KNOTHE et al., 2006).

O componente lipidico da matéria-prima empregada desempenha um papel
fundamental nas propriedades do biodiesel. Segundo Singh et al. (2014), a alta
estabilidade oxidativa aliada a um baixo ponto de entupimento de filtro a frio é
preferivel para o biodiesel. No entanto, existe uma relagdo inversa entre alta
estabilidade oxidativa (conferido por compostos de maior saturagdo) e melhores
propriedades de fluidez a frio (conferido por compostos de maior insaturagao).

De acordo com Singh et al. (2014), os principais acidos graxos constituintes
do dleo de soja sdo os acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico. No
Oleo de girassol estes cinco acidos graxos sdo os principais constituintes, além de
outros acidos graxos que sido encontrados em menor quantidade. Outros 6leos
vegetais comestiveis apresentam uma constituicdo similar de acidos graxos, com
pequenas diferengas em suas composi¢des.

A Tabela 3, a seguir, apresenta alguns dos principais acidos graxos
encontrados em oleos e gorduras utilizados e/ou testados como matéria-prima para

uso como biodiesel.

TABELA 3 - COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS DAS MATERIAS-PRIMAS PARA BIODIESEL.

Composigao em acidos graxos %(m/m)

Oleo ou C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
gordura laurico miristico palmitico estearico oléico linoléico linolénico
Babacgu 40-45 11-27 5,2-11 1,8-7,4 9-20 1,4-6,6 -
Canola - - 1,5-6 1-2.5 52-66,9 16,1-31 6,4-14,1
Coco 44-51 13-20,6 7,5-10,5 1-3,5 5-8,2 1,0-2,6 0-0,2
Milho - 0-0,3 7-16,5 1-3,3 20-43 39-62,5 0,5-1,5

continua
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TABELA 3 - COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS DAS MATERIAS-PRIMAS PARA BIODIESEL.
continuacéo

Composicao em acidos graxos %(m/m)

Oleo ou C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
gordura laurico miristico palmitico estearico oléico linoléico linolénico
Algodéo - 0.6-1,5 21,4-26,4 2,1-5 14,7 -21,7  46,7-58,2 -
Linhaga - - 6-7 3,2-5 13-37 5-23 26-60
Azeitona - 0-1,3 7-20 0,5-5,0 55-84,5 3,5-21 -
Palma 0-0,4 0,5-2,4 32-47,5 3,5-6,3 36-53 6-12 -
Amendoim - 0-0,5 6-14 1,9-6 36,4-67,1 13-43 -
Colza - 0-1,5 1-6 0,5-3,5 8-60 9,5-23 1-13
Gergelim - - 7,2-9,2 5,8-7,7 35-46 35-48 -
Soja - - 2,3-13,3 2,4-6 17,7-30,8 49-57,1 2-10,5
Girassol - - 3,5-7,6 1,3-6,5 14-43 44-74 -
Sebo bovino - 2,1-6,9 25-37 9,5-34,2 14-50 26-50 -

FONTE: Adaptado de Knothe et al. (2006).
NOTA: Estes 6leos ou gorduras podem conter pequenas quantidades de outros acidos graxos que
ndo se encontram listados nesta tabela.

2.1.2.1 Microalgas como matéria-prima para biodiesel

As microalgas podem ser convertidas a bio-6leo, bioetanol, biohidrogénio e
biometano, por métodos termoquimicos e bioquimicos, e teoricamente sdo uma
fonte muito promissora de biodiesel (DEMIRBAS, 2008). A maioria das microalgas
acumulam lipideos neutros, e, devido ao baixo grau de insaturacéo, esses lipideos
sdo essenciais para a produgao de biodiesel (RAMARAJ et al., 2015).

Os biocombustiveis produzidos das lavouras tornaram-se uma grande
controvérsia devido a competicdo entre alimentos e combustivel. Neste contexto, a
produgdo de biocombustivel a partir de microalgas é amplamente aceita

(ASHOKKUMAR et al., 2014). Porém, esta € uma aplicagdo que ainda nao se



29

encontra muito desenvolvida devido aos diversos fatores econdmicos e técnicos
(ROSA, 2011).

Segundo Chisti (2007), o biodiesel derivado de oleaginosas € uma
alternativa renovavel potencial, mas as microalgas parecem ser a unica fonte de
biodiesel renovavel capaz de atender a demanda global de combustiveis para
transportes, uma vez que sua produtividade de oleo excede em muito a
produtividade de éleo das culturas oleaginosas. De acordo com Mousdale (2008), o
principal argumento desta afirmacdo, € o de que a produtividade de dleo da
microalga selecionada é muito superior a das melhores sementes de plantas
terrestres produtoras de 6leo. Além disso, de acordo com Ashokkumar et al. (2014),
as microalgas tém um curto ciclo de colheita (3-15 dias, dependendo da alga e do
processo empregado), o que permite colheitas multiplas ou continuas, gerando
maior produtividade de biomassa em comparacado as culturas convencionais, que
s&o normalmente colhidas uma ou duas vezes em um ano.

Os processos para obter biodiesel a partir de microalgas por
transesterificacdo apresentam diversos gargalos que dificultam sua producéo
industrial, dentre eles a exigéncia energética para a extracdo dos lipideos e a
influéncia negativa da umidade no rendimento da extracéo de lipideos (HIDALGO et
al., 2013). A produgao de biodiesel de microalgas, assim como a primeira geragao
de biodiesel, é feita, na maioria das vezes, em dois estagios, o primeiro consiste na
extracao dos lipideos e o segundo na produgéo de biodiesel (HIDALGO et al., 2013).
A fim de reduzir o custo da produgdo de biodiesel de microalgas e aumentar o
rendimento em ésteres alquilicos de acidos graxos, para a biomassa pode-se utilizar
a transesterificagao in situ (MENEZES et al., 2013), que facilita a conversao do 6leo
para ésteres alquilicos diretamente da biomassa, eliminando assim a etapa de
extragcdo requerida para obter a matéria-prima, como é feito no método convencional
(EHIMEN; SUN; CARRINGTON, 2010). O conceito da transesterificagdo in situ (ou
direta) de acidos graxos nas amostras vem recebendo ateng¢do ao longo dos anos,
principalmente devido a redugao significativa que esta técnica oferece com relagéao
ao tempo de reagcdo e a quantidade de solvente empregado (LEWIS; NICHOLS;
McMEEKIN, 2000). A Figura 2 apresenta um esquema comparativo entre 0 método

convencional de transesterificagdo e 0 método da transesterificacéo in situ.
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FIGURA 2 - ESQUEMA COMPARATIVO: METODO CONVENCIONAL DE TRANSESTERIFICACAO
E TRANSESTERIFICACAOQ IN SITU.
FONTE: Adaptado de Velasquez-Orta, Lee e Harvey (2012).

A transesterificagdo in situ € amplamente estudada para a produgao de
ésteres alquilicos diretamente em sementes de oleaginosas como o girassol
(HARRINGTON; DARCY-EVANS, 1985; SILER-MARINKOVIC; TOMASEVIC, 1998),
pinhdo-manso (KASIM, 2012), moringa (AZEVEDO, 2013) e colza (ABO EL-ENIN et
al., 2013), além de micro-organismos como a levedura Lipomyces starkeyi (REIS,
2013) e o fungo filamentoso Aspergillus candidus (KAKKAD et al., 2015).

A alcoolise em meio alcalino € muito sensivel a presenga de acidos graxos
livres, pois estes reagem com a base utilizada como catalisador, levando a formacgao
de sabdes que inibem a alcodlise ou diminuem o rendimento do processo (RAMOS
et al., 2011). Assim, devido ao alto teor em acidos graxos livres do 6leo extraido de
microalgas, o uso de um catalisador acido € recomendavel para a obtencdo de
ésteres alquilicos a partir desta matéria-prima (CARVALHO JUNIOR, 2010;
LEMOES, 2011).



31

2.1.3 Os cenarios global e brasileiro

Os biocombustiveis vém se tornando uma excelente fonte de energia
alternativa ao petréleo. Eles sdo cada vez mais importantes no cenario global,
principalmente por se tratarem de uma produgédo mais sustentavel de energia. Neste
contexto, paises como o Brasil ttm um papel fundamental, na producdo dessa
energia renovavel (OLIVEIRA; ZANIN, 2015).

De acordo com o relatério da Merchant Research and Consulting Ltd.,
durante a ultima década o mercado global de biodiesel mostrou um incrivel
crescimento, com um aumento no volume de producdo e demanda de quase sete
vezes entre os anos de 2005 e 2013 (MCGROUP, 2014).

Em 2013, o maior produtor mundial de biodiesel foram os Estados Unidos
com aproximadamente 5,1 milhdes de m*, seguidos de Alemanha, Brasil, Argentina
e Frangca (MME, 2014b). O ranking mundial e a produtividade nos anos de 2012 e

2013 estao disponiveis na Figura 3.

m 2013
2012

Milhdes de m?®

FIGURA 3 - PRODUGCAO MUNDIAL DE BIODIESEL 2012-2013.
FONTE: MME (2014b).

Em 2013, foi observada uma forte elevagcao no consumo de biodiesel nos
Estados Unidos, com incremento de 35%. No Brasil, o crescimento na demanda de
biodiesel foi de 7,4%. A Argentina, um dos principais produtores mundiais de
biodiesel, manteve seu consumo interno estavel (MME, 2014b). Na Unido Europeia
(UE), a Alemanha e a Franca sao lideres na produgéo de biodiesel regional; outros

produtores principais incluem Polénia, Holanda e Itdlia (MCGROUP, 2014).
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O Brasil é pioneiro na América Latina no que diz respeito ao uso de
biocombustiveis. A Lei n°. 737 de 1938 e, posteriormente, a Lei n°. 723 de 1993,
versam sobre a obrigatoriedade do uso de etanol misturado a gasolina (RAMOS et
al., 2011). A producdo de alcool, através do Programa Nacional do Alcool
(ProAlcool), apresentou-se como uma opgdo nacional interessante para afastar a
ameaca do desabastecimento e também por ser um substituto energético simples,
econdmico e gerador de empregos (GEHLING, 2007).

Da mesma forma, a produgdo e o consumo de biodiesel no Brasil foram
determinados por meio da Medida Proviséria n°. 214/2004, convertida na Lei n°.
11.097/05. Essa lei, contida no PNPB, pode ser considerada como um marco na
histéria do biodiesel no Brasil, uma vez que é a partir dela que o biodiesel encontra
sustentaculo juridico na legislacao brasileira (TAPANES et al. 2013).

A partir de 2008 a mistura de biodiesel puro ao 6leo diesel passou a ser
obrigatdria. Entre janeiro e junho de 2008 a mistura foi de 2%, entre julho de 2008 e
junho de 2009 foi de 3% e entre julho e dezembro de 2009 foi de 4% (MME, 2013).
Em 2005, a ANP (Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis)
regulamentou a permissao de comercializagao de diesel com 5% de biodiesel,
proporcionando um incentivo & sua produgdo (FREITAS; THOME; BOUDEAUX-
REGO, 2013). Com a Medida Proviséria n°. 647, de 28 de maio de 2014, foram
estabelecidos os percentuais de adigdo de 6%, a partir de 01 de julho de 2014, e de
7% a partir de novembro de 2014 (BRASIL, 2014). De acordo com a Associacéo dos
Produtores de Biodiesel do Brasil (APROBIO, 2014), em 2015, com o B7, a
producéo pode chegar a 4,3 bilhdes de litros. Este aumento pode devolver ao pais a
segunda colocagao no ranking mundial de produc¢ao, atras dos Estados Unidos.

O Boletim Mensal do Biodiesel, divulgado pela ANP (2015), apresenta o
perfil nacional das matérias-primas para a produgdo de biodiesel para o més de
maio de 2015 (FIGURA 4), demonstrando o dominio da cultura da soja, responsavel
por 80,79% do biodiesel produzido no Brasil, seguida da gordura bovina com
15,82% da producao.
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FIGURA 4 - MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL: PERFIL
NACIONAL COM BASE NO MES DE MAIO DE 2015.
FONTE: ANP (2015).

Segundo Franco, Lébo e Cruz (2013), o histérico da producédo brasileira de
biodiesel mostra que o setor esta em crescente dependéncia de uma unica matéria-
prima, a soja, contrapondo-se ao objetivo do Programa Nacional de Produgao e Uso
do Biodiesel (PNPB) de sustentar sua cadeia na diversidade de materiais graxos
disponiveis nas varias regides do Pais. De fato, esta informacéo é consolidada pelos
dois ultimos relatérios do Balango Energético Nacional (BEN) - anos base 2012 e
2013 (MME, 2013; 2014a), os quais apontam o 6leo de soja como a principal
matéria-prima usada para a producdo de biodiesel no pais, com uma parcela

representativa com cerca de dois tercos frente as demais matérias-primas.

2.2 MICROALGAS

Existem aproximadamente 30.000 espécies de algas no mundo, que tém um
papel fundamental na oxigenagdo de ambientes aquaticos e sdo componentes da
cadeia alimentar marinha. As microalgas aquaticas podem viver suspensas na

massa d'agua formando o fitoplancton (GUERRA et al., 2011).
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A diviséo ou filo Chlorophyta compreende o maior grupo de algas com maior
diversidade de tipos morfoldgicos, formas de reprodugao, habitat. Sdo conhecidos
cerca de 550 géneros com aproximadamente 17000 espécies. Cerca de 90% das
cloréfitas sdo microalgas unicelulares ou coloniais, com formas planctonicas e
bentbénicas (GUERRA et al., 2011).

Segundo Bicudo e Menezes (2006), os representantes do género Chlorella
habitam principalmente o plancton de sistemas de aguas paradas ou quase, dos
tipos lagos e reservatorios, mas também podem ser coletados do solo, de ambientes
subaéreos e do interior de protozoarios ciliados.

O trabalho de Nogueira' (1999, citado por BICUDO; MENEZES, 2006)
identifica quatro espécies (C. homosphaera, C. minutissima, C. oocystoides e C.
vulgaris) que ocorrem na represa Samambaia, no estado de Goias. Individuos do
género Chlorella foram identificados por Palmer? (1960, citado por RODRIGUES,
2008) em pontos proximos a captacado de agua do Rio Grande. Ortiz-Rico (2014)
identificou 15 espécies de microalgas a partir de uma mescla de microalgas coletada
do lago do Passeio Publico, no municipio de Curitiba-PR.

As microalgas sao micro-organismos fotossintetizantes de grande
importancia, uma vez que sintetizam biocompostos de alto valor agregado
(FERREIRA; SOUZA-SOARES; COSTA, 2013). A imensa biodiversidade e
consequente variabilidade na composi¢cdo bioquimica da biomassa obtida das
culturas microalgais, aliadas ao emprego de melhoramento genético e ao
estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala, vém permitindo que
determinadas espécies sejam comercialmente utilizadas (DERNER et al., 2006).

De acordo com Ortiz-Rico (2014), extensas cole¢des de microalgas tém sido
criadas por pesquisadores nas ultimas décadas. Um exemplo, € a colegao de
microalgas de agua doce da Universidade de Coimbra (Portugal) com mais de mil
espécies, tem sido disponibilizada a fim de avaliar aplicagdes que envolvem a
industria farmacéutica, alimentar, a produgao de biocombustiveis, entre outras.

As microalgas estdo sendo cada vez mais cultivadas e utilizadas como fonte
de proteinas, vitaminas, sais minerais e outros produtos. Dentre essas, destacam-se

a cianobactéria Spirulina e as clordfitas Dunaliella e Chlorella (GUERRA et al.,

" NOGUEIRA, I. S. Estrutura e dindmica da comunidade fitoplanctonica da represa Samambaia,
Goias, Brasil. 1999, 341p. Tese de Doutorado - Universidade de S&o Paulo, Séo’Paqu, 1999.
2PALMER C. M. Algas e suprimento de agua na area de Sao Paulo. Rev. Dpto. Agua Esg., 21, p.11-
15, 1960.
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2011). De acordo com os autores Campos, Barbarino e Lourengo (2010), as
possiveis aplicagcbes estao diretamente relacionadas a taxa de crescimento e ao
perfil quimico das espécies. Assim, a selecdo de condigdes que promovam o
aproveitamento da biomassa algacea é fundamental para sua utilizagado econémica.

As aplicagdbes ambientais das microalgas incluem a biofixagcdo de CO.,
remogdo de matéria organica e metais toxicos de efluentes, produgdo de
biocombustiveis e produgcdo de moléculas de origem lipidica com capacidade
surfactante (SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012).

Os autores Campos, Barbarino e Lourenco (2010), avaliaram o crescimento
€ a composi¢ao quimica de varias espécies de microalgas e observaram diferengas
na velocidade de crescimento e ampla variagdo nos teores de proteinas,
carboidratos, lipideos e pigmentos fotossintetizantes, sendo as proteinas as
substancias mais abundantes. Segundo os autores, as concentragbes de
carboidratos e lipideos foram mais baixas se comparadas com os dados da literatura
sobre composi¢ao quimica de microalgas na fase estacionaria de crescimento, o que
deve ter sido consequéncia da grande disponibilidade de nitrogénio no meio de
cultura, conduzindo as espécies a apresentarem elevada producao de proteinas e

menor sintese de carboidratos e lipideos.

2.2.1 Sistemas de produgéao

De acordo com Azeredo (2012), existem diversos tipos e sistemas para a
producdo de biomassa de microalgas, que podem ser divididos em: sistemas
autotrdéficos, que utilizam a luz do sol como principal fonte de energia e CO, como
fonte de carbono para o crescimento das microalgas; sistemas heterotréficos, que se
valem de compostos organicos como principal fonte de energia e carbono para o
desenvolvimento da cultura; e, por ultimo, sistemas mixotroficos que apresentam

duas fases, uma autotrofica e outra heterotrofica.

2.2.1.1 Producao autotréfica
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Microalgas autotréficas sdo completamente dependentes de seu aparato
fotossintético para suprir suas necessidades metabdlicas, usando luz solar como
fonte de energia e CO, como fonte de carbono, para produzir carboidratos e
adenosina trifosfato (ATP) (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

Os sistemas de producdo do tipo autotréfico foram os primeiros a serem
criados e, portanto, sdo os mais difundidos atualmente (AZEREDO, 2012). Um
aspecto bastante positivo neste tipo de cultivo € o uso de CO, resultante de
processos industriais, 0 que representa uma forma de mitigagcdo das emissbes de
gases de efeito estufa, além da diminuigcdo dos custos de produgado da biomassa
microalgal (FRANCO; LOBO; CRUZ, 2013).

- Sistemas abertos

Os sistemas abertos para o cultivo de microalgas s&o os mais empregados
atualmente, pois oferecem condicbes naturais de crescimento, tais como
temperatura, luminosidade e qualidade do ar. Por outro lado, apresentam como
desvantagem o maior risco de contaminagao, visto que nado fazem o uso de um
sistema de controle eficiente, sendo introduzidas de forma inevitavel espécies
indesejaveis, reduzindo assim o rendimento do processo (VIEGAS, 2010; FRANCO;
LOBO; CRUZ, 2013; LOPES et al.; 2014). Os tanques sdo, geralmente, construidos
em concreto, fibra de vidro, policarbonato, com fundo de terra ou revestido com
material plastico, podendo ser simples (FIGURA 5), circulares (FIGURA 6) ou
raceway (FIGURA 7). Os tanques circulares e raceway sao providos de aparato
mecanico para a mistura da cultura (DERNER et al., 2006; FRANCO; LOBO; CRUZ,
2013; SCHROEDER, 2013; LOPES et al., 2014). Os sistemas abertos séao
considerados os mais rentaveis, uma vez que pode ser utilizado para o tratamento
de aguas residuarias de fontes distintas, diminuindo os custos nutricionais
requeridos pelo cultivo, podendo alcangar alta concentragéo celular e produtividade
por hectare (HERNANDEZ-PEREZ; LABBE, 2014).



FIGURA 5 - CULTIVO EM LAGOAS.
FONTE: Transformative (2010).

FIGURA 6 - CULTIVO EM TANQUES CIRCULARES.
FONTE: Sun Chlorella Corporation (2008).

FIGURA 7 - CULTIVO EM TANQUES RACEWAY.
FONTE: NanoVoltaics, Inc. (2014).
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- Sistemas fechados

O termo "fechado" diz respeito ao menor contato com o ambiente externo
que estes sistemas apresentam em relagao aos tanques. Os sistemas fechados séo
comumente denominados fotobiorreatores e geralmente sao utilizados para
producdo em larga escala, gerando produtos de alto valor comercial (FRANCO;
LOBO; CRUZ, 2013). Os fotobiorreatores sdo classificados em tubulares (FIGURA
8) e planares (FIGURA 9), de acordo com a geometria do compartimento que
encerra a cultura. Assim, sdo constituidos de tubos ou placas de material
transparente a luz visivel, podendo ser de plastico, vidro ou policarbonato (DERNER
et al., 2006; FRANCO; LOBO; CRUZ, 2013) e possuem uma secdo que permite a
troca de gases no meio de cultura, entrada de CO, e saida de O, (LOPES et al.,
2014).

FIGURA 8 - FOTOBIORREATOR TUBULAR.
FONTE: Enderle (2013).

FIGURA 9 - FOTOBIORREATORES DE PLACAS PLANAS.
FONTE: NanoVoltaics, Inc. (2014)
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2.2.1.2 Producéao heterotroéfica

As microalgas heterotréficas ndo necessitam de luz para crescer. Entretanto
sdo dependentes de fonte de energia e de carbono organico, como a glucose e o
acetato (BUMBAK et al., 2011; AZEREDO, 2012).

Por ndo estarem sujeitas as limitagcbes de luz, a cultura de algas
heterotréficas apresenta a vantagem de crescimento rapido, além de poder ser
realizada em recipientes grandes e atingir altas concentragbes de biomassa, o que
leva a uma redugdo nos custos do processo de recuperacdo da biomassa, que
representam grande parte dos custos totais de producdo em outros sistemas
(AZEREDO, 2012).

De modo geral, o cultivo heterotrofico € mais barato, as instalagdes sdo mais
simples para construir e mais facil de manter em larga escala quando comparado ao
cultivo autotréfico (PEREZ-GARCIA, 2011). Porém, de acordo com Franco, Lébo e
Cruz (2013), no modo heterotréfico somente algumas microalgas sao capazes de

crescer sem que seja feita alguma manipulagao genética.

2.2.1.3 Producao mixotroéfica

O regime de crescimento mixotréfico é variante do regime de crescimento
heterotrofico, onde o CO, e o carbono organico sdao assimilados tanto pelo
metabolismo respiratério quanto pelo metabolismo fotossintético simultaneamente.
Algumas mixotroficas sdo principalmente fotossintéticas e apenas ocasionalmente
usam uma fonte de energia organica. Outras espécies de microalgas nao sao
verdadeiramente mixotréficas, mas possuem a habilidade de alternar entre os
metabolismos heterotréfico e fototréfico, dependendo das condicdes do ambiente em
que se encontram (KAPLAN et al., 1986° citados por PEREZ-GARCIA, 2011;
BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

® KAPLAN, D.; RICHMOND, A.E.; DUBINSKY, Z.; AARONSON, S. ALGAL NUTRITION. In:
Richmond, A. (Ed.), Handbook for Microalgal Mass Culture. CRC Press, Boca Raton, FL., USA,
p.147e198, 1986.
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2.2.2 Tecnologias de colheita da biomassa

O custo da produgdo de biomassa €& o principal gargalo para a
comercializagdo em grande escala de biocombustiveis de microalgas. Em particular,
a etapa de colheita, que desempenha um papel-chave no processo (VANDAMME,
2013; MILLEDGE; HEAVEN, 2013). Os custos desta etapa podem representar cerca
de 20-30% do total do processo produtivo (GRIMA et al., 2003), pois requer a
separacao de uma pequena quantidade de biomassa, que consiste em pequenas
células individuais (1 € 100 um), a partir de um grande volume de meio de cultura
(VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013; LUO; FANG; SMITH JR, 2013).

As algas podem ser colhidas por uma série de métodos; sedimentagao,
floculagao, flotagao, filtragdo e centrifugagdo ou uma combinagdo de qualquer um
destes (MILLEDGE; HEAVEN, 2013), por exemplo, a separagdo do meio liquido em
escala comercial por centrifugagao, sendo que a floculagao e a flotagdo podem ser
usadas como métodos coadjuvantes (FRANCO; LOBO; CRUZ, 2013). Nao existe
um método de recuperagao de biomassa que seja adequado para todos os sistemas
de produgdo. Logo, a selecdo da tecnologia mais adequada e a otimizagdo do
processo sao cruciais tanto do ponto de vista econdmico quanto do técnico-
operacional (AZEREDO, 2012; MILLEDGE; HEAVEN, 2013).

A eficiéncia da maioria dos sistemas de colheita de microalgas pode ser
melhorada por meio de tratamentos preliminares, que se destinam a desestabilizar a
suspensao para promover a formagédo de flocos (OMETTO, 2014). A floculagéo é
considerada um processo eficaz de colheita em larga escala de culturas de
microalgas (WU et al.,, 2012b). De acordo com Gouveia (2011), as microalgas
apresentam, em sua superficie, uma carga negativa que as previnem de serem
agregadas a particulas suspensas. Esta carga superficial pode ser combatida pela
adicdo de quimicos conhecidos como floculantes. Tipos de floculantes podem incluir
Alx(SOy4)s (sulfato de aluminio), FeCls (cloreto de ferro) e Fex(SO4)s (sulfato de ferro).

A floculacdo pode ser conduzida também através da alteracdo de pH da
suspensao de microalgas. Neste processo, o aumento do pH promove a precipitagéo
de sais de calcio e/ou magnésio. Durante a precipitagdo, os sais cristalizados
reunem as células algaceas melhorando o processo de sedimentacdo (SHELEF;
SUKENIK; GREEN, 1984; GREGORY; DUAN, 2001). Microalgas também
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apresentam a tendéncia para a autofloculacdo. O processo é sensivel ao pH, que
aumenta com o consumo de CO, dissolvido (DIFUSA; HOHANTY; GOUD, 2015).

Os autores Wu et al. (2012b) avaliaram a colheita de varias espécies de
microalgas através da floculagao induzida por aumento no pH do meio utilizando
NaOH. O aumento do pH aumentou a eficiéncia da floculagdo em até 90% para
microalgas de agua doce (Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., Chlorococcum sp.).
De forma semelhante, Huo et al. (2014) avaliaram a floculagdo alcalina para a
colheita da microalga verde de agua doce Scenedesmus quadricauda #507 e da
diatomacia marinha Chaetoceros muelleri #862, atingindo atividade maxima de
floculacédo de 94,7% (pH=11,6) e 100% (pH=11.5), respectivamente, sem dano
morfolégico aparente para as espécies.

A separagao solido-liquido por sedimentagcdo € uma das formas mais
simples de colheita de microalgas. A separagéo é causada por forgas gravitacionais
e esta baseada na Lei de Stokes, a qual determina caracteristicas de solidos
suspensos pela densidade, taxa e velocidade de sedimentagdo das células. Este é
um método muito comum de colheita de microalgas em sistemas de tratamento de
aguas residuais e em unidades de produgdo de biomassa de microalgas como
alimento para a aquicultura (SHELEF; SUKENIK; GREEN, 1984; AZEREDO, 2012;
VANDAMME, 2013).

A centrifugacado é uma extensao da sedimentagao por gravidade na medida
em que a aceleragdo gravitacional é substituida pela aceleragdo centrifuga
(AZEREDO, 2012). Centrifugas podem processar grandes volumes de forma
relativamente rapida e a biomassa pode permanecer totalmente retida durante a
recuperagao (GRIMA et al., 2003). De acordo com Azeredo (2012), do ponto de vista
técnico e operacional, a centrifugacdo € um método bastante recomendado para a
recuperagao de biomassa em sistemas de produgdo de microalgas por ser rapido e
confiavel, apresentando caracteristicas ideais para a producao em larga escala.
Entretanto, no tocante ao custo de operacao e de aquisicdo das centrifugas, esse
método ndo é recomendado para uma etapa inicial onde a concentracdo é baixa,
representando um alto custo operacional.

Processos de filtracdo consistem na separacdo da fase solida da fase
liquida, passando a mistura através de um meio filtrador onde o soélidos séo retidos
(AZEREDO, 2012). Na filtragdo nao ha necessidade da adicdo de quimicos como

coagulantes, permitindo assim a reutilizagcdo da agua carregada com nutrientes. No
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entanto, a técnica envolve consumo de energia para manter a diferenga de pressao
intermembrana e as membranas devem ser substituidas periodicamente. Outras
dificuldades encontradas na filtragcdo por membranas incluem incrustagdes devido a
diferenca na forma, tamanho, e a compressibilidade da matéria organica (SINGH et
al.,, 2014). Neste sistema, o tamanho das algas € um fator importante, pois os
procedimentos de filtracdo de baixo custo sdo atualmente aplicaveis apenas para a
colheita de microalgas maiores (SHELEF; SUKENIK; GREEN, 1984).

Os métodos de flotagdo sdo baseados na separagao por gravidade pela qual
0 ar, ou gas, € borbulhado através da suspensdo solido-liquido e as moléculas
gasosas sao ligadas as particulas sélidas (CHEN et al, 2011). A técnica mais
aplicada é a flotagdo por ar dissolvido, onde ar pressurizado é injetado em uma
suspensao de microalgas pré-floculada e micro bolhas de ar (< 500 pm) ligam-se
aos flocos carregando-os para a superficie (OMETTO, 2014; DIFUSA; HOHANTY;
GOUD, 2015). Outra técnica é a eletroflotagdo, um processo que envolve a
aplicagdo de um campo elétrico para separar a microalga. Bolhas de hidrogénio sao
formadas durante a eletrdlise. As bolhas produzidas aderem aos flocos de
microalgas carregando-os para a superficie. Dependendo da configuragdo do
sistema, os eletrodos podem ser colocados horizontalmente ou verticalmente
(OMETTO, 2014; DIFUSA; HOHANTY; GOUD, 2015).

2.2.3 Tecnologias de extragao de lipideos

As microalgas apresentam o potencial de acumular lipideos rapidamente em
suas células, como os triacilglicerdis. No entanto, os métodos de extracdo de
lipideos os para as células de microalgas ndo estdo bem estabelecidos, e
atualmente nao existe qualquer método de extracédo especifico para determinar o
teor de acido graxo de microalgas (LI et al., 2014). As mais importantes técnicas
para a extracao de lipideos sdo pelo uso de solventes quimicos, CO, supercritico e
métodos fisico-quimicos (RAMARAJ et al., 2015).

O ¢6leo de microalgas pode ser extraido pelo uso de solventes, como o n-
hexano, cloroférmio, benzeno, éter etilico e etanol, sendo o n-hexano o mais
utiizado (RAMARAJ et al., 2015). A eficiéncia da extracdo dos lipideos esta

amplamente relacionada a polaridade do solvente, ou mistura destes. Geralmente,
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misturas contendo um solvente polar e outro apolar podem extrair um maior
montante de lipideos. Por exemplo, uma combinacdo de cloroférmio (apolar),
metanol (polar) e agua, conhecido como método Bligh & Dyer, tem sido empregada
para a extragdo lipidica em uma ampla gama de amostras biolégicas (LI et al.,
2014). A vantagem de se usar solventes para a extracao lipidica se deve pelo fato
de serem menos dispendiosos e muito eficientes. Para a separagcao de outros
produtos de valor, como o [-caroteno, astaxantina e outros &cidos graxos
essenciais, de microalgas, a extragcdo por solventes &€ amplamente empregada
(GRIMA et al., 2003).

Nos ultimos anos, a tecnologia de fluido supercritico tem sido adotada para
extracdo de Oleo de microalgas, especialmente para produtos farmacéuticos e
bioprodutos nutracéuticos. Para a extracdo dos lipideos de microalgas, CO, €
primeiramente aquecido e depois comprimido até atingir seu ponto critico (31,1 °C;
7,3 MPa) (LI et al., 2014; KANDA et al., 2015; RAMARAJ, et al., 2015). Para isso, é
necessario o uso de um aparato especial que suporte a alta pressdo do CO,
supercritico (KANDA et al., 2015). Esta técnica oferece varias vantagens quando
comparado ao uso de solventes liquidos, tais como a nao toxicidade, a ndo oxidacao
ou degradacao térmica dos extratos e a facil separagao dos produtos de interesse
(LI et al., 2014). Dentre as desvantagens estdo o alto custo dos equipamentos e o
alto gasto energético para alcancgar as altas pressées (RAMARAJ, et al., 2015).

Métodos fisico-quimicos para a extragéo de lipideos envolvem o rompimento
celular e posterior extragdo dos acidos graxos. Dentre as técnicas, podem ser
usados microondas, autoclave e sonificacdo (RAMARAJ, et al., 2015). Na extragao
assistida por microondas, estas induzem a vibragdo das moléculas de agua no
interior da célula, que causam o aumento da temperatura dos liquidos intracelulares
€ a evaporagao da agua, que exerce pressao sobre a parede celular, rompendo-a,
liberando os conteudos intracelulares (MICHALAK; CHOJNACKA, 2015). No caso do
ultrassom, ondas sonoras migram através do meio e induzem variagdes de pressao.
A cavitagao acustica gerada cresce e colapsa, transformando as ondas sonoras em
energia mecanica que causam o rompimento da célula (MICHALAK; CHOJNACKA,
2015). No entanto, a maioria dos casos ainda requer alta temperatura, tempos

longos ou insumos energéticos elevados (YANG et al., 2014).
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2.3 O SISTEMA PARA TRATAMENTO DE EMISSOES GASOSAS

Visando minimizar o problema de odor causado pela emissdo de fumaca
gerada pelas atividades de seu estabelecimento, o proprietario de uma churrascaria
de Curitiba-PR, procurou os pesquisadores do TECPAR (Instituto de Tecnologia do
Parand) e da UTFPR (Universidade Tecnoldgica Federal do Parana) em busca de
uma tecnologia capaz de manter os niveis de emissbes gasosas das chaminés
dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo ambiental. A solugao proposta pelos
pesquisadores foi 0 de um sistema de tratamento biolégico que utiliza microalgas
para filtrar o efluente gasoso (FIGURA 10).

O primeiro estudo relacionado a este sistema foi realizado por D'Aquino e
Schroeder (2009), com a proposta de construir e implementar um fotobiorreator para
cultivo de microalgas, utilizando materiais e métodos de baixo custo. O modelo
escolhido foi um fotobiorreator semiaberto de placas planas adaptadas com

chicanas para aumentar o tempo de retencdo da cultura dentro do equipamento.

Chaminé

Fluxo
da
Fumaca

Fotobiorreatores contendo
microalgas

Fluxo da Fumaca
Compressor

Radial

FIGURA 10 - SISTEMA PARA TRATAMENTO E APROVEITAMENTO DE FUMACA EM
FOTOBIORREATORES CONTENDO MICROALGAS.
FONTE: TECPAR (2012).
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O sistema piloto é constituido por dois fotobiorreatores de placas planas,
com 512 L (litros) de capacidade cada um, onde as microalgas sdo mantidas em
meio nutritivo. A emissdo captada das chaminés é direcionada e injetada
(borbulhada) nos fotobiorreatores, sendo consumida pelas microalgas por meio de
seu metabolismo autotréfico. Assim, a emissdo, ao invés de ser langada na
atmosfera, € aproveitada como suplemento nutricional para as microalgas. Como
consequéncia, ocorre o crescimento da populacdo de microalgas no sistema,
gerando biomassa, que pode ser convertida em produtos com valor agregado. De
acordo com Michelon (2014), inicialmente, o sistema tinha por finalidade executar o
tratamento de 10% da fumacga langada na atmosfera. Depois de instalado, o projeto
piloto mostrou-se eficiente para tratar 30% do material que € emitido. Segundo Tows
(2013), tal sistema representa a busca por solu¢des para o problema de emissdes
de odores e fumaca de atividades comerciais tais como churrascarias, pizzarias,
padarias, etc., adequando-se assim a legislagdo ambiental aplicavel a atividade.

Para a caracterizagcdo da emissdo gasosa quanto aos constituintes
organicos e inorganicos, Mikami (2011) solicitou analises dos laboratérios de
Quimica Ambiental do TECPAR (Instituto de Tecnologia do Parana) e do SENAI

(Servico Nacional de Aprendizagem Industrial), respectivamente (TABELA 4).

TABELA 4 - COMPOSIGAO DOS GASES INORGANICOS PRESENTES NA FUMAGA DA CHAMINE
DA CHURRASCARIA DEVON'S.

Ensaio Resultado Unidade Metodologia
co 1669, 1 mg.Nm®
CO, 0,6 % Analisador de gases
NO 6,9 mg.Nm®
NOy 10,9 mg.Nm®
NO, 3,9 mg.Nm® Analisador de gases
SOy 0,0 mg.Nm®
0, 19,7 %
Vazao de gas da chaminé 1292,00 mg.Nm® Coletor isocinético
Temperatura 97,8 °C
Umidade 5,4 Y%

. Gravimétrico
Material Particulado 51,23 mg.Nm®

FONTE: Ortiz Rico (2014).
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A agua usada nos fotobiorreatores provém do pogo semi-artesiano do
proprio estabelecimento e sua caracterizacédo fisica e quimica (TABELA 5) foi
realizada por Ortiz Rico (2014).

TABELA 5 - CARACTERIZACAO DA AGUA UTILIZADA NOS FOTOBIORREATORES.

Parametro Resultados VPM Unidade
Dureza Total 110,0 500,0 mg.L™" CaCO;
Nitrato <0,50 10.0 (como N) mg.L™" N-NO;
Nitrito <1,0 <1,0 mg.L™" N-NO,
Cloretos 53,2 250,0 mg.L" L CI -
pH 9,43 6,0-9,5 U pH
Turbidez <1,0 5 UNT UNT

Cor <1,0 10Hzoumg PtL"  Hz

Sulfatos <1,0 250,0 mg.L™ mg.L™" SO,
Solidos Dissolvidos Totais 240,0 1000,0 mg.L™ mg.L™
Fluoretos <1,0 1,5 mg.L” mg.L™" F-
Alcalinidade Total 125,0 N&o consta mg.CaCO3;
Manganés 0,07 0,1 mg.L”" Mn
Silica Total 161,7 N&o consta mg.L'1 SiO,
Odor Nenhum - -

Aspecto Limpido - -

Nota: VPM: Valor Maximo permitido pela legislagao vigente: Portaria n.518 de 2004.
FONTE: Ortiz-Rico (2014).

Inicialmente, as microalgas utilizadas como inéculo foram captadas no lago
do Passeio Publico de Curitiba (MIKAMI, 2011). As microalgas foram reisoladas e os
taxons presentes na cultura foram identificados por Ortiz-Rico (2014), que
denominou o grupo como Mescla Devon's (TABELA 6). Além da identificacao das
espécies de microalgas presentes neste consorcio, a autora ainda estudou sua
cinética de crescimento paralelamente a uma cultura de Desmodesmus subspicatus.
O estudo revelou que as microalgas constituintes do consércio M. Devon's
apresentaram melhor adaptacdo ao sistema do que a D. subspicatus, atingindo

maiores concentragdes em peso seco em menor tempo.
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TABELA 6 - MICROALGAS CONSTITUINTES DA MESCLA DEVON'S.
Linhagem Microalga

—_

Chlorella sorokiniana

2 Chlorella sp.

3 Chlorella vulgaris

4 Chlorococcum sp

5 Closteridium sp

6 Monoraphidium arcuatum
7 Monoraphidium circinale

8 Monoraphidium contortum
9 Pediastrum duplex

10 Scenedesmus acuminatus
11 Scenedesmus dimorphus
12 Scenedesmus quadricauda
13 Scenedesmus subspicatus
14 Schroedeira indica

15 Selenastrum westii

FONTE: Ortiz-Rico (2014).

Os fotobiorreatores foram reinoculados em 10 de janeiro de 2014
(PEGORARO, 2014; 2015), mas desta vez, com uma linhagem axénica de Chlorella
vulgaris, cedida pelo Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia
Autossustentavel/Universidade Federal do Parana (NPDEAS/UFPR). O indculo foi
previamente preparado nas instalagdes do Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR). De acordo com Pegoraro (2014), apesar da capacidade dos
fotobiorreatores ser de 512 L, o volume utilizado é de somente 400 L, pois, quando
cheios completamente, produzem muita escuma®, extravasando pela parte superior.
O in6culo foi preparado a partir de uma quantidade de 10% de suspensao de
microalgas, considerando o volume utilizado no fotobiorreator, ou seja, 40 L de

suspensao de microalgas para um volume de 360 L de meio Chu (TABELA 7).

* Camada de materiais que flutuam superficialmente nos reatores, sendo constituida por compostos
pouco densos, de dificil degradagao e insoliveis em agua (CHERNICHARO, 1997; MOEN, 2003;
SOUZA, 2006).



TABELA 7 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO CHU.

1

Solugao Reagente Foérmula Massa.L

1 Nitrato de sodio NaNO3; 259

2 Cloreto de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 259

3 Sulfato de magnésio heptahidratado MgSO,.7H,0O 7549

4 Fosfato de potassio dibasico K,HPO, 759

5 Fosfato de potassio monobasico KH,PO, 17,59

6 Cloreto de sadio NacCl 259

7 Titriplex IlI C1oH124N2Nay0g.2H,0 5049
Hidréxido de potassio KOH 319

8 Sulfato ferroso heptahidratado FeS0,4.7H,0 498 g
Acido bérico H3BO; 11,42 g

10 Sulfato de zinco heptahidratado ZnS04.7H,0 8,82 mg
Cloreto de manganés tetrahidratado MnCl,.4H,0 1,44 mg
Oxido de molibdénio MoO; 0,71 mg
Sulfato de cobre pentahidratado CuS04.5H,0 1,57 mg
Nitrato de cobalto hexahidratado Co(NO3),.6H,0 0,49 mg

FONTE: Knie e Lopes (2004).

Colheitas de microalgas sao realizadas periodicamente (até duas vezes por
semana) por eletroflotacdao (PEGORARO, 2015) em um equipamento desenvolvido
por Michelon (2013). O eletroflotador é constituido por uma camara eletrolitica com
capacidade de 60 L, uma valvula de escoamento instalada a 5 cm da base, e dois

eletrodos de aluminio fixados no fundo do recipiente (FIGURA 11).

FIGURA 11 - ELETRODOS DE ALUMINIO FIXADOS NO FUNDO DA CUBA ELETROLITICA.
FONTE: Michelon (2013).
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Segundo descrito por Michelon (2013), os eletrodos s&o conectados a uma
fonte modelo OS-5000, operando em uma corrente continua podendo variar de 0 a 4
Amperes e uma faixa de tensdo fixada a 32 Volts. A eletrélise promove a separacao
da biomassa em suspensdo de forma fisica, pela geracdo de microbolhas, e por
meio de reagdes quimicas, pela formagao de hidréxido de aluminio.

O volume é completado com agua potavel, captada do pogo semi-artesiano
do estabelecimento, sempre que os niveis da coluna de agua estdo baixos. No
entanto, ndo foi realizado o controle relacionado a concentragcdo de células, ou
microalgas, no volume, o que prejudicou o estudo referente a curva de crescimento
das microalgas para este cultivo (PEGORARO, 2014).

Uma analise morfolégica realizada por Leal (2015) identificou uma
contaminagdo nos fotobiorreatores por outras espécies de microalgas, sendo
estabelecida uma nova cultura mista (FIGURA 12). A este novo consércio, a autora
Leal (2015) atribuiu também a denominacgéao de Mescla Devon's (MD). Logo, a fim de
diferenciar a cultura mista caracterizada por Ortiz Rico (2014) da que foi estudada

por Leal (2015), a esta ultima, no decorrer deste trabalho, sera atribuida a

denominagao de Mescla Devon's 2 (MD2).

FIGURA 12 - MICROSCOPIA OPTICA DA MESCLA DEVON'S E MESCLA DEVON'S 2.
NOTA: (A) Mescla Devon's e (B) Mescla Devon's 2.
FONTE: Ortiz Rico (2014) e Leal (2015).
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Segundo Leal (2015), esta contaminagdo com outras espécies de
microalgas pode ser explicada devido ao fato que um dos fotobiorreatores instalados
na churrascaria estava anteriormente funcionando com um cultivo de Desmodesmos
subspicatus e o outro com um cultivo misto de microalgas, cujo inéculo correspondia
a uma coleta do Passeio Publico de Curitiba-PR (ORTIZ RICO, 2014). Como estes
fotobiorreatores tem capacidade individual de 512 L, existe uma diferengca em
relacdo aos cultivos em escala laboratorial (bancada), uma vez que neste ultimo
caso, & possivel manter um controle mais adequado de esterilidade dos frascos e
meio de cultivo, garantindo uma inoculagdo mais adequada do ponto de vista de

cultivos puros.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a obtengao de ésteres etilicos a
partir da biomassa de microalgas cultivadas em fotobiorreatores de placas planas
que integram um sistema de tratamento biolégico de emissdes atmosféricas de uma

churrascaria, com vistas a producao de biodiesel.

3.2 Objetivos especificos

* Realizar a colheita de biomassa de microalgas por eletroflotagdo e avaliar seu
rendimento;

* Extrair e caracterizar os lipideos da biomassa obtida;

* Promover a sintese de ésteres por transesterificacao in situ;

* Avaliar o rendimento da produgdo de ésteres em relagcdo a producédo de
biomassa;

* Avaliar o perfil de acidos graxos dos ésteres obtidos e estimar suas

propriedades visando sua aplicagdo como biodiesel.



51

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MICROALGAS E REAGENTES

Este trabalho foi desenvolvido utilizando como matéria-prima a biomassa da
Mescla Devon's 2 (MD2), proveniente do sistema de tratamento biolégico de
emissdes atmosféricas geradas pelas atividades de uma churrascaria, conforme ja

descrito no item 2.3. Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

4.2 OBTENGCAO DA BIOMASSA

4.2.1 Condicdes de cultivo

Sob os cuidados da equipe do TECPAR, as microalgas foram inoculadas e
cultivadas em fotobiorreatores de placas planas com 512 L de capacidade, contendo
meio de cultivo Chu, sob condicbes naturais de luz e temperatura, sendo
suplementado pelas emissdes resultantes da queima do carvdo vegetal na

churrasqueira do estabelecimento (Devon's).

4.2.2 Colheita e secagem

A colheita da biomassa da MD2 foi realizada em 22 de maio de 2014. A
biomassa formada foi separada do meio de cultivo por eletroflotagdo, seguida de
sedimentacdo e secagem por liofiizacdo (FIGURA 13). Foram realizadas 6
bateladas de 60 L, com recirculacdo do liquido clarificado para o fotobiorreator. O
concentrado de microalgas foi acondicionado em galdes de 5 L de polietileno de alta
densidade (PEAD) para transporte até o Laboratério de Pesquisa Relacionada a
Biomassa e Bioenergia (LAPREBB/UTFPR), Campus Ecoville, Curitiba-PR.

A biomassa foi eletroflotada, teve seu volume quantificado em provetas de
500 mL e armazenada em refrigerador (4 °C), sendo mantida em repouso por 24 h
para sedimentacdo. O volume sedimentado foi determinado em provetas de 500 mL.
Apés, a biomassa foi congelada e desidratada por liofilizagéo (Liotop, mod. L101),

pesada em balancga analitica (Edutec®, mod. F2204C) e mantida em freezer.
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FIGURA 13 -ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS ETAPAS REALIZADAS PARA A OBTENGCAO DA
BIOMASSA LIOFILIZADA DA MD2.

4.2.3 Determinacao de residuos

A suspensdo de microalgas presente no fotobiorreator foi caracterizada
quanto ao teor de residuos solidos. Foram realizados ensaios para a determinacéo
de residuos totais (RT), residuos nao filtraveis (RNF) e residuos filtraveis (RF) da
suspensdo de microalgas presente no fotobiorreator. Os ensaios foram conduzidos
com base na metodologia descrita na NBR 10664 (ABNT, 1989).

4.2.3.1 Residuos totais (RT)

A concentracdo de residuo total (mg.L™") foi determinada pelo Método A -
Residuo total (sdlidos totais) (ABNT, 1989).
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Capsulas de evaporacao foram calibradas, sendo estas calcinadas em mufla
a 550 °C por 1 h, esfriadas em dessecador, pesadas em balanga analitica (Edutec®;
mod. F2204C) e mantidas em dessecador até o momento do uso.

Uma porgdo homogénea de amostra, com volume conhecido, foi medida
com proveta, transferida para uma capsula calibrada e evaporada em banho-maria
termostatizado com tampa de bocas (CIENLAB®, mod. CE160) até a secura. Apds, a
capsula com residuo foi seca em estufa (Olidef cz, analogica) a temperatura entre
103 °C e 105 °C por 1 h, esfriada em dessecador e pesada em balanca analitica. Os
procedimentos de secagem em estufa, esfriamento e pesagem foram repetidos até
que o conjunto (capsula + residuo) atingisse peso constante.

O residuo total € dado pela Equagéo (1).

__ (mcyr—mc)X1000
N %

RT

Sendo,

RT = residuo total, em mg.L™;
Mmc = massa da capsula vazia, em mg;
Mmc+r = Massa da capsula com residuo total, em mg;

V = volume da amostra, em mL.

O procedimento foi realizado em triplicata e os valores obtidos

correspondem a média dos pesos de residuos totais.

4.2.3.2 Residuos nao filtraveis (RNF)

A quantificagdo da biomassa seca de microalgas por unidade de volume

pode ser realizada a partir da filtragem a vacuo da cultura microalgal em membrana
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microporosa de fibra de vidro, na qual as microalgas (5-50 um) ficam retidas
(JENA, et al., 2010; ORTIZ RICO, 2014).

A concentracdo de residuos nao filtraveis (mg.L™") foi dada pelo Método G -
Residuo nao filtravel (sélidos suspensos) (ABNT, 1989),

Filtros de fibra de vidro de 47mm e com retencdo de particulas até 0,5 um
(MN GF-2; Macherey-Nagel, Alemanha), foram colocados em cadinhos de Gooch
conectados a um sistema de filtragcdo com bomba de vacuo (Prismatec®; mod. 131)
e lavados com trés porcdes de 20 mL de agua altamente deionizada. Em seguida,
os cadinhos com os filtros foram calcinados em mufla a 550 °C por 1 h, resfriados
em dessecador, pesados em balanca analitica e mantidos no dessecador até o
momento do uso. Uma por¢gao homogénea das amostras, com volume conhecido, foi
filtrada a vacuo até esgotar toda a agua, sendo posteriormente lavada com trés
por¢cdes de 10 mL de agua altamente deionizada. Apds, o conjunto (cadinho +
membrana + residuo nio filtravel) foi seco em estufa a temperatura entre 103°C e
105 °C, esfriada em dessecador e pesada em balanga analitica. O procedimento de
secagem em estufa, esfriamento e pesagem foram repetidos até que o conjunto

atingisse peso constante. O residuo nao filtravel é dado pela Equagéao (2):

RNF = [mC+F+R_"‘l/C+F] X 1000 )

Sendo,

RNF = residuo nao filtravel, em mg.L'1;
Mc+r = massa do cadinho + filtro, em mg;
Mc+r+r = Massa do cadinho com filtro e residuo nao filtravel, em mg;

V = volume da amostra, em mL.

O procedimento foi realizado em triplicata e os valores obtidos

correspondem a média dos pesos de residuos nao filtraveis.
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4.2.3.3 Residuos filtraveis (RF)
A concentragado de residuos filtraveis (mg.L™") foi determinada pelo Método D

- Residuo filtravel (sélidos dissolvidos), calculado através da Equacao 3, pela

diferenca entre os valores do residuo total e do residuo nao filtravel.

RF = RT — RNF (3)

Na qual,

RF = residuo filtravel, em mg.L™".

4.3 CARACTERIZACAO DA FRAGAO LIPIDICA

Para caracterizar a fracdo lipidica da MD2 foram definidos os seguintes

parametros: lipideos totais (LT) e indice de acidez (IA).

4.3.1 Determinacéo de lipideos totais (LT)

O extrato lipidico da MD2 foi obtido em extrator Soxhlet (SOXHLET, 1879)
(FIGURA 14) empregando os solventes metanol (99,5%; Cinética®), etanol (99,8%;
Impex®) e n-hexano (PA; Isofar®, ref. 222), de acordo com a metodologia descrita

por D'Oca et al. (2011), com adaptagdes.
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saida de agua

FIGURA 14 - ESQUEMA DE MONTAGEM DO APARATO PARA EXTRACAO EM SOXHLET.
NOTAS: (a) manta aquecedora, (b) baldo de destilagdo, (c) sifao, (d) cAmara de extragdo e (e)
condensador de refluxo.

FONTE: Adaptado de ANVISA (2010).

Em um cartucho de celulose, foram pesados 2 g de biomassa liofilizada,
previamente secada em estufa (Nova Etica®, mod. 403-3D), a 60 °C por 1 h, e
mantida em dessecador até atingir a temperatura ambiente. Um baldo de fundo
chato de massa conhecida, contendo 200 mL do solvente em estudo, foi acoplado
ao extrator e o cartucho com a matéria-prima foi introduzido na camara de extragao.
O sistema foi aquecido em manta aquecedora (Fisatom®, mod.22) até a temperatura

de ebuligdo do solvente (TABELA 8) por um periodo de 4 h.

TABELA 8 - CARACTERISTICAS DOS SOLVENTES EMPREGADOS NA EXTRAGCAO DA FRACAO
LIPIDICA DA MD2.

Solvente Férmula quimica pigldai:':iz:;e ng‘&‘i*;ggu{fc‘;e
Metanol CH,O 5.1 64,7
Etanol C,HsO 5,2 78,0
n-Hexano CH3(CH)4CH3 0,1 69,0
Agua* H,0 10,2 100

FONTE: Adaptado de Ramluckam, Moodley e Bux (2014).
NOTA: * Para comparagao.
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Decorrido o tempo de extracdo, o solvente foi removido em evaporador
rotativo a vacuo (Fisatom®, mod.550) e o material restante no baldo foi seco em
estufa (60 °C) até que o conjunto atingisse peso constante. O teor de lipideos totais

presentes na biomassa foi calculado empregando a Equagéao 4.

Sendo,

LT = lipideos totais (%);
P+ = massa do baldo vazio (g);
P> = massa do baldo contendo o extrato lipidico (g);

My = massa de biomassa liofilizada (g).

4.3.2 Determinacdo do indice de acidez (lA)

A determinacédo da acidez pode fornecer um dado importante na avaliagao
do estado de conservagao do 6leo. A decomposigédo dos gliceridios € acelerada por
aquecimento e pela luz, sendo a rancidez quase sempre acompanhada pela
formagao de acidos graxos livres. Estes sdo frequentemente expressos em termos
de indice de acidez, que é definido como o numero de miligramas de hidroxido de
potassio (KOH) necessario para neutralizar um grama da amostra (IAL, 2008).

O indice de acidez dos lipideos extraidos da MD2 foi determinado, em
triplicata, por titulagdo com uma solugdo padrao alcalina, com base no método
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz, o qual é aplicavel a 6leos brutos e refinados,
vegetais e gorduras animais (IAL, 2008). O procedimento foi adaptado para uma
menor quantidade de amostra. Foram pesados 0,5 g do extrato hexanico em um
erlenmeyer de 125 mL, seguido da adigdo de 15 mL da solugéo éter etilico: etanol
(2:1) viv (éter etilico 99,5%; Biotec® e etanol 99,8%; Impex®) e agitagdo até a

completa dissolugdo da amostra. Com o auxilio de uma bureta de 25 mL e agitador



58

magnético (Edulab®), a amostra foi titulada lentamente (gota a gota) com uma
solugdo de hidréxido de sédio (NaOH 99,0%; Impex®) 0,01 mol.L™", empregando
fenolftaleina 1% como indicador, até o aparecimento de uma coloragdo rosea

persistente por até 30 segundos. O indice de acidez é dado pela Equacao 5, abaixo:

_ ViaonXfx0,561 (5)

me

IA

Na qual,

IA = indice de acidez (mg KOH.g™' de amostra);
Vnaor = volume da solugdo de NaOH 0,01 mol.L™" gasto na titulagdo (mL);
me = massa do extrato lipidico (g);

f = fator de correcéo da solucdo de NaOH 0,01 mol.L™.

4.4 SINTESE E CARACTERIZACAO DE ESTERES

4.4.1 Reacgéo de transesterificacao in situ

A sintese de ésteres por transesterificacéo in situ (ou direta) foi realizada
com base na metodologia descrita por Lewis, Nichols e McMeekin (2000), utilizando
n-hexano como solvente. Devido ao alto indice de acidez dos lipideos da MD2, foi
estabelecida a transesterificagdo acida (LEWIS; NICHOLS; McMEEKIN, 2000;
CARVALHO JUNIOR, 2010; LEMOES, 2011; SILVA-BAUMGARTNER, 2011;
BRANCO, 2013). Etanol foi o alcool de escolha para esta etapa devido a sua menor
toxicidade frente ao metanol.

Foi avaliada a producao de ésteres etilicos a partir da biomassa liofilizada do
consércio de microalgas (MD2), nas temperaturas de 45, 60 e 90 °C, em cinco
tempos de reagao: 30, 60, 90, 120 e 180 minutos, de modo semelhante aos estudos
realizados por Silva-Baumgartner (2011) e Branco (2013) em biomassa liofilizada de

microalgas.
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Em tubos de ensaio de 15 mL foram pesados 20 mg de biomassa liofilizada.
A este material, foram adicionados 3 mL da mistura etanol:HCl:n-hexano 10:1:1
(v/viv) (HCI 37%; Impex® e n-hexano 95,0%; Panreac®). Em seguida, os tubos foram
fechados e mantidos em banho-maria com a temperatura e tempos de estudo
ajustados. Decorrido o tempo de reacgéao, os tubos foram resfriados em agua corrente
até a temperatura ambiente. Foram adicionados 1 mL de &gua altamente
deionizada, a fim de promover a separacao de fases. Os ésteres foram extraidos por
extragdo sucessiva, com 3 porgdes de 2 mL de n-hexano. Os sobrenadantes (fase
organica) foram transferidos para tubos de ensaio de 7 mL e levados a estufa (35

°C) até a secura.

4.4.2 Analises cromatograficas

O perfil composicional em monoésteres foi realizado por cromatografia de
fase gasosa com detector de ionizagdo por chama (CG-DIC). O cromatdgrafo
Shimadzu GC-2010 Plus com amostrador automatico AOC—-20i foi utilizado para esta
determinacdo. Foram adicionados 0,6 mL de n-heptano (99,0%; Sigma-Aldrich) as
amostras (1,7 mg) e um volume de inje¢ao de 1 yL destas foi injetado em modo de
divisdo de amostra de 1:50. A elui¢do utilizou hélio como gas de arraste a 230 kPa.
As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C e 280 °C, respectivamente.
A programacéao de temperatura do forno e da coluna foi matricial, iniciando-se em 50
°C permanecendo por 1 min, aquecimento a 25 °C min™' até 175 °C, depois a 4 °C
min™ até 230 °C finalizando com um estagio isotérmico nesta temperatura por 5 min,
totalizando 25 min de corrida cromatografica. A analise foi realizada em uma coluna
Agilent DB-23 (60 m x 0,25 mm; 0,15 pm). As curvas de calibragao e os fatores de
resposta do detector de ionizacdo de chama foram determinados a partir de padrbes
cromatograficos dos ésteres e a quantificagao foi realizada por padronizagao interna,
utilizando nonadecanoato de metila como padrao interno (faixa de concentragédo de
2,04 a 0,127 mg mL™"), de acordo com o método EN 14103:2011.
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4.4.3 Quantificagao dos ésteres etilicos

A quantificacdo dos ésteres etilicos produzidos na transesterificacédo in situ
da biomassa liofilizada da MD2 foi realizada utilizando fatores de correg¢ao tedricos
para os ésteres com relagdo ao padrao interno empregado, conforme descrito por
Visentainer (2012).

O fator de corregao tedrico € determinado, a partir da porcentagem massica
dos carbonos ativos (C*) presentes nas moléculas, ou seja, carbonos ligados a
atomos de hidrogénio (C-H). Por exemplo, para calcular a porcentagem de carbonos
ativos no estereato de etila (C18:0 etil éster) tem-se que a massa molar do estereato
de etila é igual a 312,50 g.gmol™”’, sendo que a massa de carbonos ativos (massa de
C*) é igual a 228,20 g.gmol™. Assim, para a massa molar de 312,50 g.gmol” do
composto de referéncia (100%), a porcentagem de carbonos ativos (228,20 g.gmol™)
neste composto correspondera a 73,03% (SILVA-BAUMGARTNER, 2011). Assim, o

calculo do fator de corregéo tedrico foi realizado pela Equacéo 6.

Na qual,

Fcr= fator de correcgao teorico;
Ppi = porcentagem de carbonos ativos do padrédo interno;

Px = porcentagem de carbonos ativos do éster analisado.

Em seguida, com os fatores de correcdo determinados, a quantidade de

ésteres etilicos produzidos foi calculada pela Equagao 7.

My = MpiXAxXFcr (7)

Aprxmyp
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Sendo que,

Mx = massa do éster etilico na amostra (mg.g™);

Mg, = massa do padrao interno (mg);

mp, = massa da biomassa liofilizada (g);

Ax = area no cromatograma referente ao éster etilico;

Ap| = area no cromatograma referente ao padrao interno.

Obteve-se, assim, a quantidade de éster produzido por grama de biomassa
liofilizada (mg de éster.g”’ de biomassa liofilizada). Visando & discussdo dos
resultados, a quantidade de ésteres produzidos (mg) por massa de biomassa
liofilizada (g) foi denominado de rendimento em ésteres (BRANCO, 2013).

Os dados foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA),

seguido do teste de Tukey, empregando o software StatPlus ®:mac LE.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COLHEITA

A suspensdo de microalgas presente nos fotobiorreatores apresentou uma
coloracao verde-brilhante, acusando a presenca de elementos fotossintetizantes.

Durante a eletroflotagdo, foi possivel observar o escape das microbolhas
geradas na eletrolise. O equipamento possui uma tubulagao transparente conectada
lateralmente, de onde foi possivel acompanhar o acumulo da biomassa microalgal
na superficie (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - ELETROFLOTADOR EM FUNCIONAMENTO.
NOTAS: (a) escape de microbolhas; (b) visualizagdo do acumulo da biomassa de microalgas na
superficie do equipamento.

Dos 360 L de suspensado de microalgas do fotobiorreator submetidos a
eletroflotacao, foram coletados 12,384 L de concentrado de microalgas, ou seja,
3,44% do volume processado. A eletroflotagdo demonstrou ser um método pratico e
eficiente para a concentragdo de biomassa microalgal. Porém, apdés o
acondicionamento do concentrado nos galdes, foi observado que a biomassa
acumulava-se no fundo apds alguns minutos em repouso, revelando uma grande
quantidade de agua. Houve uma preocupacédo em retirar a maxima quantidade de
agua possivel, a fim de agilizar o processo de liofilizagao. Este material foi deixado
em repouso para sedimentar sob refrigeragcdo por 24 h. Apds este tempo, foi
possivel recuperar 5,754 L de material sedimentado, ou seja, 46,46% em volume
referente ao total concentrado na eletroflotacdo. Apds a liofilizagdo deste volume,
foram obtidos 122,29 g de biomassa liofilizada (FIGURA 16), um rendimento de
0,3397 g.L™ de biomassa seca com relacéo a suspensio de microalgas submetida &
eletroflotacdo. Comparando com a literatura, Vieira (2011) obteve um rendimento de
0,4307 g.L™' de Chlorella sp. cultivada em fotobiorreator de bancada, em meio
Watanabe e suplementado com gas de um incinerador de produtos sélidos téxicos.
Pereira (2013) conseguiu valores de 0,451 g.L”' de biomassa a partir de uma mistura
de espécie de microalgas com predominancia do género Scenedesmus sp. em meio
Chu suplementado com COs..

Apesar do total de biomassa liofilizada obtida neste processo encontrar-se

abaixo dos valores relatados na literatura, deve-se considerar a presenca de
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biomassa no liquido clarificado. Conforme adotado por Michelon (2014), o processo
de eletroflotacdo opera durante 10 (dez) minutos, visto que ndo ha interesse em uma
separagao total das microalgas em suspensao. Neste caso, o liquido clarificado &
reintroduzido no fotobiorreator, sendo a biomassa residual utilizada como novo
inéculo. De fato, a concentragdo de ceélulas (RNF; item 5.1) presentes no
fotobiorreator € bem superior a concentracdo do material liofilizado, que
correspondeu a 48,72 % da quantidade em peso seco presente no fotobiorreator e
que foi submetido ao processo de eletroflotagao.

O estudo relacionado a curva de crescimento da microalga nos
fotobiorreatores para este sistema de cultivo ndo foi realizado devido a falta de
controle da concentragdo de células no momento da inoculagdo. Através deste
estudo é possivel determinar as fases de crescimento da microalga e identificar
fatores que possam interferir na producdo de biomassa nos fotobiorreatores. O
conhecimento da fase de crescimento exponencial ajuda a determinar o periodo em
que o sistema apresenta maior densidade de células antes de atingir a fase
estacionaria, podendo ser realizado um planejamento para definir os dias de

colheita, o que poderia gerar maior rendimento em biomassa.

T ——

FIGURA 16 - BIOMASSA LIOFILIZADA DA MD2.

5.2 RESIDUOS

A suspensdo de microalgas presente no fotobiorreator foi caracterizada

quanto ao teor de residuos (solidos). Os residuos totais (RT) constituem o material
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remanescente na capsula apds a evaporagao parcial da amostra e posterior
secagem em estufa até massa constante (ABNT, 1989). Estes, por sua vez, sédo
constituidos por residuos filtraveis (RF) e residuos nao filtraveis (RNF). Este ultimo
parametro pode ser usado para estimar a concentracdo, em peso seco, de biomassa
de microalgas (JENA, et al., 2010; BJERK, 2012; ORTIZ RICO, 2014).

Os resultados de residuos totais (RT), filtraveis (RF) e néo filtraveis (RNF),
apresentaram valores de (776,47 * 10,38) mg.L™; (697,33 £ 30,46) mg.L" e (79,14
+ 10,04) mg.L™"; respectivamente (FIGURA 17). A concentragdo de RNF, ou solidos
suspensos, correspondeu a 89,80 % dos RT presentes na suspensao de microalgas
do fotobiorreator. A concentracao de RF, ou sodlidos dissolvidos, foi o equivalente a

10,2%, correspondendo aos sais constituintes do meio Chu, soluveis em agua.
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FIGURA 17 - TEOR DE RESIDUOS PRESENTES NA SUSPENSAO DE MICROALGAS DO
FOTOBIORREATOR.

Em estudo anterior, Ortiz Rico (2014) utilizou o método de filtragem por
membrana de fibra de vidro para determinar a concentragdo em peso seco das
biomassas de Mescla Devon's e de uma linhagem de Desmodesmus subspicatus,
cultivados em meio Chu e submetidas a injecao de fumaca deste sistema. A maxima
concentragdo obtida pela Mescla Devon's foi de 0,473 g.L™", alcancada aos 20 dias

de cultivo. A D. subspicatus, por sua vez, mostrou uma concentracdo 0,283 g.L™" em
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peso seco aos 23 dias de cultivo. Quantitativamente, a concentragcdo em peso seco
da MD2 foi 1,5 vezes superior ao melhor resultado apresentado para a Mescla

Devon's e 2,5 vezes superior ao melhor resultado apresentado para D. subspicatus.

5.3 CARACTERIZACAO DOS LIPIDEOS
5.3.1 Lipideos totais

Foi avaliada a extragado da fracao lipidica presente na biomassa de MD2, em
extrator Soxhlet, empregando os solventes metanol, etanol e n-hexano. Os valores
encontrados para lipideos totais encontram-se dispostos na Tabela 9 e uma

representagao grafica encontra-se na Figura 18.

TABELA 9 - LIPIDEOS TOTAIS DA BIOMASSA DA MD2.

Solvente Lipideos % (m/m)* desvio padrao (s)
metanol 18,18 1,15

etanol 18,72 1,21
n-hexano 11,44 1,62

NOTA: * Média das triplicatas das porcentagens massicas dos extratos brutos obtidos por Soxhlet
com relagao a biomassa liofilizada.
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FIGURA 18 - LIPIDEOS TOTAIS DA MD2 OBTIDOS POR SOXHLET.
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Os lipideos sao produzidos a partir de grupos diversificados de substancias
biolégicas, onde alguns s&o polares e outros apolares (NELSON; COX, 2011;
RAMLUCKAM; MOODLEY; BUX, 2014). Os lipideos das microalgas estao
classificados em apolares, como os triacilgliceréis e acidos graxos de cadeia longa,
e lipideos mais polares, como o fosfolipideos e glicolipideos, além dos acidos graxos
de cadeias curtas (ORTIZ RICO, 2014). Os lipideos de armazenamento (gorduras e
Oleos), utilizados como formas de armazenamento de energia nos organismos vivos,
sdao derivados de acidos graxos e podem ser melhor extraidos por solventes
organicos apolares (NELSON; COX, 2011). Os lipideos de membrana sao moléculas
anfipaticas (possuem uma regiao hidrofilica e outra hidrofobica). Os tipos de lipideos
de membrana sdo os (dlicerofosfolipideos, galactolipideos, sulfolipideos,
esfingolipideos e esterdis e sdo melhor extraidos por solventes organicos polares,
como o etanol e o metanol (NELSON; COX, 2011). Além dos lipideos de membrana,
os solventes etanol e metanol podem extrair outros componentes celulares polares
como aminoacidos e fendis (CASTRO; GUTIERREZ, 1979; SPAGOLLA et al., 2009),
além de pigmentos como clorofilideo e feoferbideo (NELSON; COX, 2011).
Ramluckan, Moodley e Bux (2014), investigaram a aplicagao de 13 solventes com
diferentes polaridades para avaliar a extracdo de lipideos em biomassa mista de
microalgas com predominancia de individuos do género Chlorella sp. Os
pesquisadores obtiveram os melhores resultados em lipideos com o solvente
cloroférmio, seguido de etanol e n-hexano, com rendimentos entre 10% e 10,78%.
Quando usaram metanol, ndo conseguiram um rendimento maior do que 7%. D'Oca
et al. (2011) estudaram a extracédo de lipideos da biomassa da microalga Chlorella
pyrenoidosa empregando diferentes técnicas e solventes com diferentes polaridades
(mistura cloroformio:metanol, metanol, cloroférmio, etanol e n-hexano). Foi
observado que houve um aumento na quantidade de lipideos extraidos conforme a
polaridade do solvente aumentou. O melhor resultado ralatado pelos autores em
Soxhlet foi obtido com etanol (19,01%), muito préximo ao valor obtido pela MD2 com
este mesmo solvente, seguido de cloroférmio (16,20%). O valor mais baixo foi obtido
com n-hexano em todos os tratamentos estudados e, mesmo com o aumento do
tempo de extragao, o valor obtido ndo foi maior do que 3%. Segundo os autores,
este fato € um indicativo de uma menor quantidade de lipideos apolares na amostra,
tais como os triacilglicerdis, demonstrando que a grande maioria dos lipideos da

biomassa dessa microalga sao de natureza polar. Logo, o fato de maiores valores de
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teor lipidico da MD2 terem sido obtidos com etanol e metanol pode ser um indicativo
da maior presenca de lipideos polares na biomassa. Além disso, o uso destes
solventes pode ter ocasionado o arraste de outras substancias polares como
pigmentos, aminoacidos e fendis. Porém, a presenca destes componentes na
biomassa da MD2 deve ser melhor investigada.

Os valores para lipideos totais da MD2 sao condizentes com os da literatura.
Em estudo anterior, Leal (2015), atingiu 17% de lipideos totais para MD2 utilizando o
método de Bligh e Dyer, um método de extragdo a frio que emprega cloroférmio,
metanol e agua. Este valor estd muito proximo ao obtido neste trabalho em Soxhlet
com metanol (64 °C; 4 h) e etanol (78 °C; 4 h). No entanto, tendo em vista a
proximidade destes valores, o uso do Soxhlet para a extragao dos lipideos totais
desta biomassa foi menos vantajoso quando comparado ao método a frio devido ao
gasto energético com a manta aquecedora e o gasto de agua empregada no
arrefecimento do condensador. Com relagcdo ao n-hexano, & possivel encontrar na
literatura varios estudos em que este solvente foi usado como extrator de lipideos de
microalgas. Silva-Baumgartner (2011) obteve 5,96% de lipideos em Scenedesmus
sp.; Wu et al. (2012a) obtiveram 5,38% em Nannochloropsis oculata; Matos et al.
(2015) relataram 11,46% de lipideos totais em biomassa de Chlorella sp.; Araya et
al. (2014) alcancaram 9,79% para a biomassa de Chlorella protothecoides e 8,47%
para Chlorella vulgaris. Apesar do rendimento na extragédo de lipideos da MD2 por n-
hexano estar dentro dos valores relatados na literatura, ainda foi muito inferior ao
relatado por Kanda et al. (2015), que chegaram a um teor lipidico de 31,8% com a
microalga Euglena gracilis. Quanto ao uso do etanol como solvente extrator, os
resultados estdo dentro dos mencionados na literatura, com 8,11% e 32,89% de
rendimento em Nannochloropsis oculata (CARVALHO JUNIOR, 2010) e 11% em
biomassa de Chlorella sp. (ALVES SOBRINHO, 2012).

O conteudo lipidico das microalgas varia consideravelmente entre diferentes
espécies. A composi¢ao e as caracteristicas dos lipideos extraidos de uma espécie
em particular é afetada pelas condigdes de cultivo, como composicdo do meio,
temperatura, intensidade de iluminagao, fotoperiodo e aeragdo (MUBARAK; SHAIJA;
SUCHITHRA, 2015), além da diferenga nos métodos de extracdo e nas
caracteristicas do solvente (BRANCO, 2013). Zhu et al. (2013) mostraram que o
teor de lipideos produzidos por uma cultura de Chlorella zofingiensis diminuiu na

medida em que a concentragédo de nutrientes aumentou. De acordo com os autores,
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as microalgas cultivadas em meio contendo menores concentragdes de nutrientes
apresentaram menor crescimento de biomassa. Consequentemente, essas
microalgas receberam uma maior intensidade de luz, o que promoveu a produgao e

o0 armazenamento de lipideos em suas células.

5.3.2 Caracteristicas dos extratos obtidos com diferentes solventes

Foi observado que todos os extratos apresentaram aspecto viscoso,
semelhante a graxa. Com relagdo a pigmentagcédo, o extrato obtido com metanol
apresentou cor verde-brilhante, enquanto o obtido com etanol tornou-se marrom-

oliva. No entanto, o extrato hexanico apresentou cor amarela (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - EXTRATOS LIPIDICOS DA MD2 OBTIDOS POR SOXHLET.
NOTA: Extratos (a) hexanico, (b) etandlico e (c) metandlico.

Esta diferenca na aparécia dos extratos pode estar relacionada a polaridade
dos solventes usados na extragdo dos lipideos e sua acgao frente aos pigmentos
fotossintetizantes (clorofilas e carotendides) presentes nos cloroplastos das
microalgas. Embora as moléculas de clorofila sejam apolares, sdao quimicamente
instaveis e relativamente sensiveis a luz, aquecimento, oxigénio e a degradacgao
quimica, podendo sofrer alteragdes facilmente (STREIT et al., 2005). De acordo com
a explicacao de Lanfer-Marquez (2003) e Cavalcanti et al. (2013), com a remogao do

atomo de magnésio presente na molécula de clorofila, ocorre a formagdo da
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feofitina. Tanto a clorofila quanto a feofitina sdo moléculas apolares devido a
presenga de uma cauda hidrocarbdnica (grupo fitol). Quando a clorofila (FIGURA 20)
e a feofitina perdem o grupo fitol, formam-se substancias polares denominadas
clorofilideo e feoforbideo, respectivamente. Uma das caracteristicas da feofitina e do
feoforbideo € sua cor marrom-oliva, ocasionada pela auséncia do atomo de
magnésio. O clorofilideo, no entanto mantém a cor verde e possui quase a mesma
absorbancia da clorofila. Além das clorofilas, as membranas tilacéides dos
cloroplastos contém pigmentos secundarios de absor¢do de luz, ou pigmentos
acessorios, chamados de carotenoides. Podem ser de cor amarela, vermelha ou
purpura. Os mais importantes sao o [-caroteno, que € um isoprendide laranja-
avermelhado, e o carotendéide amarelo luteina (NELSON; COX, 2011). Os
carotendides sdo moléculas lipofilicas, sendo necessario o uso de um solvente
apolar para sua extragdo (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2012).

HsC HiC,

CH, HyC
HC

FIGURA 20 - ESTRUTURA QUIMICA DA MOLECULA DE CLOROFILA.
FONTE: Lanfer-Marquez (2003).
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5.3.3 indice de acidez

O indice de acidez do extrato lipidico foi determinado para definir a rota
catalitica adequada para a reacao de transesterificacdo in situ. De acordo com
Sharma et al. (2008), para amostras que apresentam indice de acidez superior a 2,0
mg KOH.g" recomenda-se a catdlise acida para a reacdo de transesterificacéo,
apesar de alguns autores recomendarem o0 uso de catalisadores basicos para
amostras com indice de acidez de até 4,0 mg KOH.g™.

O indice de acidez do extrato hexanico foi determinado por titulagdo com
NaOH (0,01 mol.L™"), empregando fenolftaleina como indicador. Para os extratos
alcodlicos este procedimento nao foi realizado devido a cor escura destes, que nao
possibilitou a visualizagdo do ponto de neutralizagdo dos acidos graxos, determinada
pelo aparecimento da coloragao rosea clara, caracteristico do indicador fenolftaleina.

Os resultados revelaram que o extrato hexanico da MD2 possui um elevado
indice de acidez, correspondente a 29,54 * 2,76 mg KOH.g™. Isto justificou o uso
de um catalisador acido para uso na reacéo de transesterificacdo in situ, uma vez
que um catalisador alcalino poderia interferir negativamente na produgao de ésteres.
No meio acido, o catalisador alcalino é neutralizado e perde sua eficiéncia,
promovendo reagdes indesejaveis, como a saponificagao dos triacilglicerois e/ou dos
ésteres monoalquilicos formados, além de dificultarem a separagcéo dos ésteres dos
coprodutos formados na reacdo (glicerol, sabdo e etc.) (EHIMEN; SUN;
CARRINGTON, 2010; GA et al., 2014; FERREIRA; SILVA; ARROYO, 2014).

A diferenga entre os indices de acidez dos lipideos de microalgas relatados
na literatura é grande. Apesar do indice de acidez dos lipideos da MD2 ser
considerado elevado para ser transesterificado por via alcalina, ainda é muito inferior
ao relatado por Farias et al. (2011) para Chlorella sp., com 112,76 mg KOH.g™";
Chinnasamy et al. (2010) para um consorcio de microalgas, cultivadas em uma
mistura de efluente industrial e doméstico, com 99,0 mg KOH.g™" e Alves Sobrinho
(2012) para Chlorella sp., com 45,2 mg KOH.g™". Outros valores para indice de
acidez de lipideos de microalgas sdo relatados, dentre os quais: 10,21 mg KOH.g™
em Chlorella sp. (EHIMEN; SUN; CARRINGTON, 2010); 4,9 e 14,3 mg KOH.g™" em
Scenedesmus sp. e Spirulina sp., respectivamente (SILVA-BAUMGARTNER, 2011)
e 6,89 mg KOH.g"' em Scenedesmus sp. (BRANCO, 2013).
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5.4 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS ESTERES

Neste estudo foi avaliada a obtencdo de ésteres etilicos pela
transesterificacdo in situ da biomassa liofilizada da MD2, visando a producdo de
biodiesel. Devido ao alto indice de acidez do conteudo lipidico presente na biomassa
(item 5.3.3), foi definida a catélise acida como rota adequada para a reagao, sendo
usado HCI como catalisador (LEWIS; NICHOLS; McMEEKIN, 2000; EHIMEN; SUN;
CARRINGTON, 2010; ALVES, 2012). Os parametros estudados foram temperatura
(45, 60 e 90 °C) e tempo de reacdo (30, 60, 90, 120 e 180 min.), totalizando 15

tratamentos.

5.4.1 Rendimento dos ésteres etilicos produzidos

A formagdo de ésteres etilicos de acidos graxos foi confirmada por
cromatografia gasosa (CG) e quantificada por padronizacdo interna. Devido a
problemas com a amostra referente ao tratamento mais brando (45 °C; 30 min), ndo
foi possivel determinar esse dado. A Tabela 10 apresenta a quantidade de ésteres

etilicos produzidos em todos os tratamentos, exceto no mais brando.

TABELA 10 - QUANTIDADE DE ESTERES PRODUZIDOS POR TRANSESTERIFICAGCAO IN SITU
DA BIOMASSA DA MD2.

Rendimento em ésteres
(mg de ésteres.g” de biomassa liofilizada)

Tempo (min.) 45°C 60 °C 90 °C
30 nd 29,382 36,61°
60 20,59° 16,03° 30,35°
90 20,15° 16,37° 26,55°
120 26,97° 30,79° 35,912
180 37,81° 40,15° 43,03°
NOTA: nd = ndo determinado; valores com letras iguais na mesma coluna nao diferem

significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 95% de probabilidade.

Os maiores rendimentos em ésteres corresponderam a: 3,78%, 4,01% e
4,30% de biomassa seca, nas temperaturas de 45, 60 e 90 °C, respectivamente.

Marques (2013) conduziu experimentacdes de transesterificacado in situ a partir das
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biomassas de Scenedesmus obliquus € Nannochloropsis sp., empregando metanol
e acido sulfurico a 55 °C. O autor obteve 19,9% e 17,8% de ésteres metilicos,
respectivamente, apos 6 horas de reagdo. Quando aumentou o tempo de reagao
para 24 horas, obteve 42,0% de ésteres metilicos em peso seco da microalga
Nannochloropsis sp., nao observando aumento significativo para a biomassa da
microalga Scenedesmus obliquus. Branco (2013) obteve 8,48% e 7,52% em ésteres
etilicos em Scenedesmus sp., utilizando os solventes n-hexano e cloroférmio, apos
90 e 150 minutos de reacéo, respectivamente, ambos na temperatura de 60 °C.
Silva-Baumgartner chegou aos 6,70% em ésteres etilicos a 60 °C a partir da
biomassa de Scenedesmus sp. e Komolafe et al. (2014) chegaram a 25,7% de
ésteres metilicos a partir de um consorcio de microalgas cultivadas em efluentes de
uma planta de tratamento de aguas residuais. Os autores Im, Kim e Lee (2015)
chegaram a um rendimento maximo de ésteres etilicos de 12,05% com relacéo a
biomassa seca de N. gatinana.

Os rendimentos em ésteres obtidos neste estudo estdo muito abaixo dos
relatados na literatura. Este fato esta possivelmente relacionado a perdas nos
rendimentos em ésteres ao decorrer da reagao. A Figura 21 ilustra o comportamento

das reagdes ao longo do tempo.
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FIGURA 21 - QUANTIDADE DE ESTERES ETILICOS PRODUZIDOS NA TRANSESTERIFICACAO
IN SITU EM FUNGCAO DO TEMPO DE REAGAO.



73

Ao comparar o comportamento das reacdes a 60 e 90 °C, nota-se que os
rendimentos em ésteres caem bruscamente apds os 30 minutos e somente voltam a
crescer apos os 90 minutos. A maior variacao foi observada para o tratamento a 90
°C, com uma perda de produto chegando aos 72,5%., e para os realizados a 60 °C
esta variacao chegou aos 54,6%. A partir dos 90 minutos a reagao ocorreu mais
rapidamente a 60 °C em comparacdo as demais temperaturas, apresentando ainda
uma tendéncia de aumento.

Com relacdo a quedas bruscas nos rendimentos em ésteres,
comportamentos semelhantes foram relatados por outros autores em reacdes de
transesterificagao in situ empregando a mesma metodologia usada neste estudo.
Silva-Baumgartner (2011) relatou comportamentos deste tipo (FIGURA 22) quando
conduziu experimentos de transesterificagdo in situ em biomassa de Spirulina sp. e
Scenedesmus sp. submetidos a tratamentos variando o tipo de alcool (metanol ou
etanol) e o solvente empregado (hexano ou cloroférmio). Em seu estudo, a autora
observou que, nas reagdes conduzidas em temperaturas mais elevadas,
ocasionalmente ocorriam vazamentos nos tubos de ensaio devidos a volatilidade
dos reagentes, sendo necessario o descarte do conteludo. Outra razdo possivel
apontada pela autora é o fato de que, a estas temperaturas, uma parte significativa
dos reagentes se encontra na fase vapor. Como a reagao ocorre pelo contato da
biomassa (sélida) com o reagente (liquido), este menor contato entre as fases pode
ter conduzido, consequentemente, a uma diminuicdo no rendimento em ésteres.
Trevisan et al. (2013) relatou este comportamento na transesterificagéo in situ da
biomassa de Chlorella sp. quando usou etanol e n-hexano a 75 °C. De modo
semelhante, Branco (2013) observou este comportamento também em biomassa de
Scenedesmus sp. Além dos problemas relacionados a micro vazamentos nos tubos
de ensaio, interferindo no equilibrio da reagao, problemas relacionados a volatilidade
dos solventes também foram considerados pela autora, podendo estar relacionados
a uma perda de ésteres produzidos devida a emulsificagdo do meio pela maior
presenca de mono e diacilgliceréis resultantes de uma diminuigdo da velocidade de
reacao. Estes problemas de vazamentos também foram enfrentados neste estudo e
quando isto acontecia o frasco era substituido e o experimento refeito. No entanto,

vazamentos imperceptiveis podem ter ocorrido.
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FIGURA 22 - QUANTIDADE DE ESTERES ETILICOS PRODUZIDOS A PARTIR DA BIOMASSA DE
Scenedesmus sp. )
FONTE: SILVA-BAUMGARTNER (2011).

5.4.2 Perfil cromatografico

As analises por CG confirmaram a presenca de ésteres etilicos em todos os
tratamentos empregados na transesterificagcao in situ. Os maiores rendimentos em
ésteres foram obtidos apds 180 min (APENDICES 1, 2 e 3). A amostra que recebeu
o tratamento na temperatura de 60 °C apresentou maior variedade de ésteres
etilicos, com maior concentracdo de insaturados e menor concentragdo de
saturados. Nos tratamentos a 45 e 90 °C, o total de saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados foi semelhante. Em todos os tratamentos houve predominancia de
ésteres etilicos dos acidos graxos palmitoléico e linoléico. A Tabela 11 mostra o
perfil de ésteres etilicos de acidos graxos obtidos na transesterificagdo in situ da

biomassa de MD2.



TABELA 11

- PERFIL COMPOSICIONAL

TRANSESTERIFICAGAO IN SITU DA MD2.

75

DOS ESTERES ETILICOS PRODUZIDOS NA

Composig¢ao % (m/m)

csiereS  Nomenclatura 45°C 60 °C 90 °C
C10:0 Decanoato (caprico) 3,36 1,37 2,30
C11:0 Undecanoato 3,86 1,19 3,41
C12:0 Dodecanoato (laurico) 2,37 0,95 1,96
C13:0 Tridecanoato - 0,55 2,07
C14:0 Tetradecanoato (miristico) 1,72 0,83 -
C14:1 Tetradecenoato - 0,53 -
C15:0 Pentadecanoato 0,86 - -
C15:1 Pentadecenoato - 0,45 0,63
C16:0 Hexadecanoato (palmitico) 0,51 0,19 -
C16:1 Hexadecenoato (palmitoléico) 30,54 32,30 28,14
C17:0 Heptadecanoato - 0,30 0,40
C17:1 Heptadecenoato 1,69 1,09 1,24
C18:0 Octadecanoato (estearico) 2,04 1,91 2,46
C18:1 Octadecenoato (oléico) - - -
c18:2* Octadecadienoato (linoléico) 32,69 34,19 30,47
C18:3* Octadecatrienoato 7,76 8,59 8,00
C20:0 Eicosanoato (araquidico) 8,45 7,62 9,39
C20:2 Eicosadienoato - 0,76 1,06
C21:0 Eneicosadienoato 2,82 0,47 0,54
C22:1 Docosaneato (erucico) 1,34 1,69 3,74
C24:0 Tetracosanoato - 2,72 2,20
C22:2 Docosadiendico - 2,30 1,34
C24:1 Tetracosenoato - - 0,65
Total saturados 25,99 18,11 24,72
Total monoinsaturados 33,57 36,06 34,41
Total poliinsaturados 40,45 45,83 40,86

NOTAS: *Todas as configuragdes.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 11, o perfil dos ésteres

etilicos obtidos mostrou variagdo entre os tratamentos em 45 e 90 °C. Porém,

apesar do maior nimero de componentes nos ésteres obtidos a 90 °C, ambos

apresentam proporgdes muito proximas no total de ésteres etilicos saturados,

monoinsaturados e poliinsaturados. Em 60 °C, o perfil de ésteres etilicos foi diferente
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dos demais. A propor¢cao de saturados neste caso foi 30,32% e 26,74% menor
quando comparado aos de 45 e 90 °C, respectivamente. Porém, observa-se uma
proporcao maior de ésteres insaturados nesta temperatura, mais notadamente de
poliinsaturados. Branco (2013), apresentou os resultados do perfil de ésteres etilicos
obtidos a partir da biomassa liofilizada de Scenedesmus sp. e declarou que mais de
70% dos componentes sédo formados pela soma de C16:0, C16:1, C18:2 e C18:3.
No entanto, as propor¢cdes destes componentes ndo sdo condizentes com o0s
resultados aqui obtidos devido as altas proporgcées de C16:0 e C18:1, o que nao
aconteceu com os ésteres produzidos a partir da MD2. Os autores Im, Kim e Lee
(2015) relataram um perfil de ésteres etilicos para N. gatiana contendo 31,7% de
C16:1, de acordo com o alcangado neste estudo. Levine (2013) relatou 65% de
C16:1 e 16% de C18:2 em ésteres etiicos de Chlorella vulgaris, num total de 81% .

A composicao dos ésteres etilicos obtidos a partir da biomassa liofilizada da
MD2 revelou que seu perfil graxo pode ser bem diferenciado quando comparado ao
perfil graxo dos Oleos vegetais e gorduras animais mais comumente usados para a
producdo de biodiesel. Por exemplo, os 6leos de soja e de algoddo podem
apresentar em sua composi¢cao até 13,3% e 26,4% de acido palmitico,
respectivamente, e a composi¢cao do sebo bovino pode conter até 34,2% de acido
estearico. Além destes acidos graxos, os 6leos de soja e de algodao e o sebo bovino
contém ainda altos teores de acido oléico (KNOTHE et al., 2006). No entanto, para a
MD2 as quantidades de ésteres etilicos derivados do acido palmitico foi menor do
que 0,6%, do &cido estearico ndo chegou a 3% e do acido oléico ndo foi detectado.

De acordo com Lébo, Ferreira e Cruz (2009), algumas propriedades do
biodiesel estdo relacionadas com a estrutura de suas moléculas, como massa
especifica, viscosidade cinematica, indice de iodo, fracdo de destilados, numero de
cetano, ponto de névoa, ponto de entupimento de filtro a frio e ponto de fluidez.
Segundo Singh et al. (2014), a alta estabilidade oxidativa aliada a um baixo ponto de
entupimento de filtro a frio &€ preferivel para o biodiesel. No entanto, existe uma
relacao inversa entre alta estabilidade oxidativa (conferido por compostos de maior
saturacédo) e melhores propriedades de fluidez a frio (conferido por compostos de
maior insaturagao). De acordo com a explicagdo de Borsato et al. (2010), ésteres
insaturados, como C18:2 e C18:3, podem ser facilmente oxidados, levando a
formacao de compostos como acidos, aldeidos, ésteres, cetonas, perdxidos e

alcodis que, além de afetarem as propriedades do biodiesel, ocasionam problemas
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no motor. De acordo com Borsato et al. (2010), a aplicagdo de antioxidantes
sintéticos ao biodiesel aumenta a estabilidade do biocombustivel, mantendo suas
propriedades por um periodo maior. Logo, o fato dos ésteres produzidos na
transesterificacado in situ da MD2 serem majoritariamente formados por cadeias
insaturadas, reduz a sua estabilidade e a sua densidade em relacdo aos ésteres
majoritariamente  saturados, favorecendo propriedades como viscosidade
cinematica, ponto de ignicdo e ponto de entupimento de filtro a frio. Porém, a sua
menor estabilidade oxidativa € um fator preocupante, pois esta caracteristica pode

influenciar na degradacéao do biodiesel.

6 CONCLUSOES

A quantidade de biomassa da Mescla Devon's 2 (MD2) produzida nos
fotobiorreatores apresentou bons rendimentos, chegando a ser 1,5 vezes maior do
que a Mescla Devon's e 2,5 vezes maior do que a linhagem de Desmodesmus
subspicatus, citados na literatura, demonstrando que este consércio estda mais
fortemente adaptado ao sistema de tratamento de gases do que as culturas de
microalgas empregadas anteriormente.

A eletroflotagdo demonstrou ser um processo rapido para a colheita de
microalgas, mas manteve ainda uma grande quantidade de agua ao final da
operagao. Foi preciso realizar uma etapa de sedimentagao para a remocgao da agua
antes da secagem da biomassa por liofilizagao.

A concentragdo de biomassa liofilizada foi muito inferior a concentragao da
suspensao de microalgas do fotobiorreator antes da eletroflotagéo. Isto se deve ao
fato de que o equipamento opera por um tempo limitado, de modo que n&o ocorra a
completa separacédo das microalgas. Assim, a biomassa residual € reintroduzida no
fotobiorreator, formando um novo indculo e dando continuidade ao tratamento do
efluente gasoso.

A extracdo dos lipideos da biomassa da MD2 nos tratamentos envolvendo
os solventes polares (metanol e etanol) ndo apresentou diferenga significativa entre

si, atingindo valores de 18% (m/m). A extracdo com h-hexano (altamente apolar)
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demonstrou que este solvente foi mais seletivo, chegando a 11,44% (m/m) com
relacdo a biomassa, fato este relacionado as diferentes polaridades dos solventes.

O indice de acidez do extrato lipidico revelou um alto teor de acidos graxos
livres, caracteristico do 6leo de microalgas. Isto levou a escolha de um catalisador
acido para uso nos ensaios de transesterificagéo in situ.

A temperatura nao foi um fator fortemente atuante na produgao de ésteres a
partir da transesterificacao in situ, sendo os maiores rendimentos em ésteres obtidos
aos 180 minutos, com valores muito préximos para todas as temperaturas de
estudo.

Degradacgao de ésteres levou a quedas bruscas em seus rendimentos nas
temperaturas mais elevadas até os 60 minutos de reagdo, principalmente aos 60 °C.
Depois deste tempo, houve um aumento nos rendimentos em ésteres até os 180
minutos, com tendéncia de aumento. Isto pode estar relacionado a microvazamentos
nos tubos de ensaio ou a volatilidade do solvente, No entanto, os motivos para este
comportamento ainda deverao ser mais bem investigados.

A composicao dos ésteres etilicos gerados na transesterificagao in situ da
MD2 revelou que seu perfil em acidos graxos € muito diferenciado quando
comparado ao perfil em acidos graxos dos 6leos vegetais, gorduras animais e oleos
de outras culturas de microalgas citados na literatura.

Os ésteres obtidos sdo majoritariamente formados por cadeias insaturadas,
o que favorece propriedades como viscosidade cinematica, ponto de ignicdo e ponto
de entupimento de filtro a frio. Porém, seu uso como biodiesel pode apresentar

problemas relacionados a sua estabilidade oxidativa.

7 SUGESTOES E RECOMENDAGOES

Considerando o aprendizado adquirido durante este trabalho e os resultados
aqui apresentados, seguem algumas sugestdes e recomendagdes que podem ser

uteis para trabalhos futuros:

Buscar métodos para a desinfecgao dos fotobiorreatores antes de ser feita

uma nova inoculacao, a fim de minimizar contaminacoes.
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Realizar o estudo da curva de crescimento das microalgas nos
fotobiorreatores e avaliar a produtividade diaria de biomassa em peso seco.

Realizar a colheita das microalgas por eletroflotacdo seguida de
centrifugacao a fim de promover uma separagdo mais efetiva entre a biomassa e o
meio de cultivo.

Estudar a aplicacdo de outros métodos para a extragdo dos lipideos da
biomassa de microalgas produzida e avaliar a composi¢ao dos lipideos extraidos.
Isto pode ser feito, por exemplo, por ultrassom ou microondas e combinando
solventes com diferentes polaridades.

Estudar a producdo de ésteres alquilicos por hidroesterificagdo in situ
seguida da esterificagao do 6leo, empregando a biomassa umida das microalgas, a
fim de eliminar o gasto energético com a secagem da biomassa.

Realizar o balango de massa e o balango de energia do sistema para avaliar
a eficiéncia do tratamento das emissdes atmosféricas e a produgédo de biomassa de
microalgas.

Avaliar o ciclo de vida da biomassa de microalgas produzida.

Elaborar uma proposta para a implantagdo de filtros bioldgicos usando
microalgas para tratar os efluentes gasosos de outros estabelecimentos comerciais
que utilizam a queima de carvdo e lenha em suas atividades, como padarias e

pizzarias, a fim de reduzir a carga de gases poluentes em ambientes urbanos.
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