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RESUMO

A producdo de biocombustiveis a partir de fontes renovaveis é uma demanda crescente mundial.
Dentre os principais problemas causados pelo uso crescente dos combustiveis fésseis estdo os problemas
climaticos, com o chamado efeito estufa, que é tido vinculado a concentracdo e géas carbdnico (CO2) na
atmosfera. Em 2018 esta concentragdo bateu o recorde, com quase 412ppm. Os biocombustiveis emitem
menos gas carbbénico em fun¢do de serem produzidos a partir de matérias primas renovaveis. O presente
trabalho produziu e relatou dados de anos de pesquisa para a producdo de biodiesel a partir desta tecnologia.
O processo desenvolvido resultou na produgdo de 42g/L (base seca) de biomassa com teor de lipideos de até
50,9%, conferindo uma produtividade de 0,45g/L.h. Sua transformagdo em biodiesel por hidroesterificacdo
apresentou rendimento massico de 92%. O produto foi avaliado em motor diesel frente a biocombustiveis
existentes no mercado, em laboratério creditado pela ANP (Agéncia Nacional do Petrdleo), resultando em
reducgdes de: 24% no consumo de combustivel, 50% em emissGes de CO2, 80% nas emissdes de CO e utilizagao
de até 20% menos oxigénio. Além disso, emissdes de NOxforam 45% menores, e a redugdo na emissdo de
hidrocarbonetos chegou a 85%. O biodiesel produzido por esta tecnologia representa expressivos ganhos na
area ambiental decorrentes das menores emissdes, ganhos na metodologia de extragdo, e de produtividade
por espaco de terra cultivavel.

Palavras-chave: biodiesel, cana de agucar, emissdes de gases de efeito estufa.



ABSTRACT

The production of biofuels from renewable sources is a growing worldwide demand. Among the main problems
caused by the increasing use of fossil fuels are climate problems, with the so-called greenhouse effect, which is
linked to the concentration and carbon dioxide (COz) in the atmosphere. In 2018 this concentration broke the
record with almost 412ppm. Biofuels emit less carbon dioxide because they are produced from renewable raw
materials. The present work produced and reported data from years of research for biodiesel production from
this technology. The developed technology The developed process resulted in the production of 42g/L (dry
base) of up to 50.9% lipid contente, yielding a productivity of 0.45g/L*h. Its transformation into biodiesel by
hydroesterification presented 92% mass yield. The product was evaluated in a diesel engine against biofuels on
the market, in a laboratory accredited by ANP (National Petroleum Agency), resulting in reductions of: 24% in
fuel consumption, 50% in CO2 emissions, 80% in CO and utilization up to 20% less oxygen. In addition, NOx
emissions were 45% lower and the reduction in hydrocarbon emissions reached 85%. The biodiesel produced
by this technology represents significant gains in the environmental area due to lower emissions, gains in
extraction methodology, and productivity per arable land space.

Key-words: biodiesel, sugarcane, greenhouse gas emissions.
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1.0 - INTRODUGAO

Uma fonte de energia segura, justa, vidvel economicamente e sustentavel é vital para
prosperidade das formas de vida na Terra (1). O aumento do consumo de energia total e per
capita registrado nos ultimos anos é consequéncia da busca de conforto e comodidade, além
do expressivo aumento da popula¢cdo mundial. Diante disso, ha um significativo aumento do
numero de motores e maquinas em geral, além de suas respectivas poténcias (2). Neste
cenario, caso ndo haja um aumento da eficiéncia desses, o consumo energético tende a

aumentar de forma insustentavel.

No Brasil, de 2009 a 2017, houve aumento de 20% no consumo final de energia (3).
Para 2026 a projecdo da necessidade energética do Brasil é de 309 Mtep, sendo dos quais
29,6% relacionados ao setor de transportes. Juntos, a indUstria e o citado setor continuarao
a ser os principais responsdveis por esse consumo, com cerca de 67% do total (4). No
mundo, entre 30 a 35% da energia consumida é utilizada para o transporte de passageiros e
mercadorias (5). Estes modais consomem basicamente combustiveis liquidos, como o diesel,
qguerosene, gasolina, alcool e biodiesel. A queima destes combustiveis gera entre outros
poluentes, o gas Carbdnico (CO;). Dentre os combustiveis citados, apenas os dois Ultimos sdo
atualmente produzidos a partir de fontes consideradas renovaveis.

A comunidade cientifica continua a discutir se o aquecimento global é causado pelo
aumento excessivo de didxido de carbono na atmosfera, mas essa ideia é geralmente aceita.
Essa situacdo tem causado uma corrida ao desenvolvimento de tecnologias
economicamente vidveis e sustentdveis, como forma de substituicdo aos combustiveis
fosseis (6).

Nos ultimos 150 anos, a concentracdo de CO; na atmosfera saltou de 280 para mais
de 410 ppm (partes por milhdo). Isso é um recorde, sendo que o maior valor registrado até
agora foi em 2018, de quase 412ppm (7). Além de ter atingido o pico, em 2018, a

concentragdo de CO; vem aumentando ano apds ano.

Diante do exposto, o aumento da necessidade energética mundial, da enorme

participacdo dos combustiveis fésseis (maior que 80%) na matriz energética mundial e da



taxa recorde de CO, na atmosfera, fica clara a necessidade de desenvolvimento de novos

combustiveis renovaveis, e, principalmente, a conscientizagao para a utilizacdo dos mesmos.

Uma das fontes mais promissoras de energia renovavel é o biodiesel proveniente da
cana de acgucar através da fermentacdo. A busca em sites de patentes depositadas em todo o
mundo, com as palavras combinadas “biodiesel” e “levedura” retornou quase 60 patentes

depositadas.

O biodiesel produzido pelas leveduras é sustentavel, mais eficiente que o biodiesel
produzido por oleaginosas e de custo semelhante. O Departamento de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Parand foi pioneiro nesta
tecnologia, detém varias patentes a respeito e continuamente vem pesquisando melhorias e

aplicagdes do processo.

Este trabalho faz parte do “Biooil Project”, desenvolvido em uma parceria entre a
empresa Ourofino Agronegécio e o Departamento de Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia da Universidade Federal do Parana. Esta parceria resultou em 20 empregos
diretos, investimentos em equipamentos exclusivos para o laboratério no valor de
aproximadamente USS$70.000 (setenta mil dodlares), além da doagdo de outros
equipamentos. A implementacdao do projeto resultou também em parceria com outras
universidades e laboratdrios de pesquisas e analises, como Laboratério Greentech,
Universidade Positivo, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a empresa brasileira
USDA, entre outros. O foco do projeto foi o desenvolvimento de uma tecnologia capaz de
produzir biodiesel a partir de matérias-primas de baixo custo, através de micro-organismos
ndo-geneticamente modificados (OGM free). A fonte de carbono adotada foi o melago
proveniente da producdao de cana-de-aglcar, ambos extremamente abundantes no Brasil.
Nesses quase 10 anos de parceria, varios experimentos foram realizados, incluindo escolha e
adequacao de linhagens, otimizagdo das condi¢des de cultura e desenvolvimento e melhoria
de processos. Formulacdo do meio, concentracdo de substratos, utilizacdo ou ndo de
antibidticos, duragdo da fermentacdo, fluxo de ar e / ou oxigénio dissolvido, métodos de
separacao de células, métodos de extracdo do dleo intracelular, purificacio do dleo,
conversdo a biodiesel, purificacdo de biodiesel e até mesmo os testes de desempenho do

biodiesel em motores foram realizados. O foco sempre foi obter o menor custo de produgdo



aliado as maiores eficiéncias. Além dos testes visando o tema biodiesel, outros fatores do

6leo foram avaliados a fim de direcionar novas demandas ao produto.

Desta forma, o presente trabalho descreve a producdo em escala piloto de dleo e de
biodiesel, além de testes em motores diesel do biocombustivel produzido através do cultivo

de Rhodosporidium toruloides utilizando como substrato a base de caldo de cana

1.1 - CANA DE ACUCAR

A cana de acucar (Saccharum spp) é uma das principais culturas do agronegdcio
brasileiro (8). De acordo com o Procana, o setor sucroalcooleiro foi responsavel por
aproximadamente 2% do PIB nacional em 2018 (9). O Brasil é hoje o principal produtor de
cana-de-acucar do mundo. Segundo a Companhia Nacional do Abastecimento, CONAB, a
safra 2017/2018 atingiu a marca de 633 milhdes de toneladas. Seus produtos sdo
largamente utilizados na producdo de acgucar, alcool combustivel e, mais recentemente,
biodiesel (10), além do bioplastico. Nos ultimos anos a queima do bagaco de cana de acucar
tem sido utilizada na geracdo de energia elétrica. Outra parte do bagaco vem sendo
hidrolisado para a producdo de acgucares fermentesciveis para producdo de alcool de
segunda geracao, um combustivel obtido através da fermentacdo controlada e da destilacdo
de residuos vegetais, que podem aumentar a producdo nacional de energia em até 30% para
o0 mesmo espaco de cana plantado (11). Para cada tonelada de cana processada obtém-se

perto de 280Kg de bagaco, a 50% de umidade (12).

A obtencdo de bioprodutos derivados da cana sé é possivel através da extracdo do
suco da cana, popularmente conhecido como caldo de cana, ou garapa, que contém

acucares fermentesciveis em aproximadamente 15% do seu peso (13)

De acordo com a CONAB a produtividade média dos canaviais brasileiros foi de quase
74 t de cana/ha na safra 2015/2016 (14). Segundo a mesma entidade, o rendimento médio
em aclcar dos canaviais brasileiros é de 144,4 kg/t de cana na safra 2016/2017 (15). Com
estes valores é possivel calcularmos a obtencdo de agucar fermentescivel (ATR) por hectare

nos canaviais brasileiros, cujo valor é de 10.685 kg por ha.



Ao longo dos ultimos anos, a produtividade dos canaviais brasileiros tem aumentado
de forma consistente, como consta na figura 01 (16). Importante lembrar que os dados
apontados no grafico se referem a safra registrada em um determinado ano, com intervalos
regulares de 5 anos para evitar flutuacdes decorrentes de quebra de safra por fatores

climaticos ou de pragas.

Ha diversos programas de melhoramento genético da cana em andamento no Brasil,
dentre os quais estdo institutos de alta reputa¢do, como Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). Cada equipe de pesquisa tem uma finalidade especifica, como desenvolver uma
variedade resistente a seca, aumentar o teor de sacarose na cana, mas o objetivo principal é

aumentar a produtividade dos canaviais.

Novas técnica e equipamentos de colheita vem sendo aprimorados, com o principio
de colher mais cana, e de maneira mais limpa, mas com o objetivo comum de aumento de

produtividade de sacarose por ha de cana plantado.

FIGURA 01: PRODUTIVIDADE DE CANA POR SAFRA BRASILEIRA.
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Tendo como base o que foi exposto, podemos supor com certa seguranga, que
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dentro de alguns anos a atual produtividade (10.685kg por ha) possa sofrer incremento. A
producdo de biodiesel a partir da cana que serad apresentada neste capitulo utiliza como
matéria prima os agucares contidos na cana. Assim os valores futuramente apresentados de

produtividade, poderdo também ter acréscimo.
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1.2 - BIODIESEL

Segundo a 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o biodiesel é definido como um
combustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com
ignicdo por compressdo, que possa substituir parcial ou totalmente o éleo diesel de origem
féssil (17). Quimicamente, pode ser definido como combustivel composto de alquil ésteres
de acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificagdo e/ou

esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem vegetal ou animal (18).

O biodiesel veio para complementar a matriz energética brasileira, de forma a
substituir parcialmente o diesel féssil, ou derivado do petréleo. Segundo o MME (Ministério
das Minas e Energia) a mistura de biodiesel ao diesel fdssil teve inicio em dezembro de 2004,
em carater autorizativo. Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente
obrigatdria de 2% (B2), em todo o territério nacional. Com o perceptivel amadurecimento do
mercado brasileiro, esse percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE) sucessivamente até atingir 5% (B5) em janeiro de 2010, antecipando em
trés anos a meta estabelecida pela Lei n? 11.097, de 13 de janeiro de 2005 (17). Apds
sucessivos e graduais aumentos, o Despacho n2 671, de 24/5/2018, publicado no DOU em

25/5/2018, o teor de biodiesel no diesel passou a ser de 10% (B10).

A producdo do biodiesel pode ser feita de varias formas diferentes, alternando desde
as matérias prima até o tipo de reacdo quimica para a obtencdo do biocombustivel. Cerca de
70% do biodiesel produzido no Brasil advém da soja e 20% do sebo bovino (19). Outras
fontes alternativas de producdo de biodiesel vem ganhando espaco nas pesquisas,

principalmente as microalgas, no entanto, esta tecnologia ainda apresenta custo impeditivo.

Por se tratar de uma commodity, a soja estd sujeita a variacdes de precos
significativas em seus subprodutos. Além disso, a soja possui grande procura no mercado de
alimentos e desta forma, o debate alimentos versus combustiveis encoraja o

desenvolvimento de fontes ndo alimenticias para geracao do biocombustivel. Nao obstante,

11



a producdo de biodiesel por hectare de soja dificilmente ultrapassa os 400L/ha (20). Neste
mesmo talhdo de terra, o biodiesel produzido por leveduras cultivadas em melaco de cana

pode produzir mais de 3000L (o autor).

O biodiesel produzido a partir de leveduras, que neste caso se desenvolvem a partir
de produtos da cana-de-acucar, é também chamada "Single Cell Oil" (SCO), onde lipideos
produzidos em células s3o extraidos e se necessario purificados. E importante notar que a
SCO visava a producao de determinados acidos graxos de valor nutricional, especialmente
para produtos para criangas e bebés (21). Estes estudos comecaram no inicio de 1959 com o
que foi chamado de Processo Torula, onde células inteiras foram usadas como rag¢do animal
(22). Ultimamente novas aplicacGes estdo sendo desenvolvidas, entre as quais a producao
de acidos graxos, surfactantes e principalmente biodiesel. Quase cem microrganismos ja
foram reconhecidos como produtores de grandes quantidades de odleo (23). Alguns
exemplos incluem Cryptococcus albidus, Lipomyces Starkeyi, Rhodotorula glutinis, Yarrowia
lipolytica e Schizochytrium spp. Mais recentemente, microrganismos geneticamente
modificados foram desenvolvidos para estes fins (24) por empresas como Solazyme, LS9 e
Amyrys, porém os produtos e subprodutos esbarram em uma série de restricdes de
segurancga e custos impeditivos, quando em 2018 a DSM pagou cerca de USS 27,5 milhdes a

transferéncia da propriedade intelectual a Amirys (25).

1.3 - Rhodosporidium toruloides

O micro-organismo utilizado nessa tese foi uma cepa de Rhodosporidium toruloides
obtida do banco de cepas do Departamento de Engenharia Bioprocessos e Biotecnologia da
UFPR, codificada como DEBB5533. Este micro-organismo ja foi encontrada no solo da
Alemanha, atmosfera e solo do Japao, tripas de botos nas Bahamas e polpa de madeira de
coniferas na Suécia.

E um fungo do tipo basidiomiceto, ndo-patogénico de cor avermelhada. Essa
levedura oleaginosa que pode acumular até 70% do seu peso seco na forma de lipideos,
principalmente sob baixas concentracdes de Nitrogénio (C/N baixa) durante parte do cultivo.

Atualmente estd sendo explorada como alternativa para a producdo de biocombustiveis e

12



produtos quimicos avancados. Pode ser facilmente cultivada a temperaturas préxima a 37 2C

(26).

2.0 - MATERIAS E METODOS

2.1 - ADAPTACAO DA CEPA AS CONDICOES DE SCALE-UP

Para que uma cepa possa ser utilizada desde condi¢cdes pré-laboratoriais até
condi¢des plenamente industriais é fundamental que a mesma possa ser resistente a
diversos tipos de stress a que a mesma possa ser submetida, como grandes variacdes de
concentracdo de sais, substratos, pH, temperatura, graus de exterminio de micro-

organismos, entre outras.

A cepa utilizada neste projeto (DEBB5533) precisou sofrer adaptagdes, quando
submetida a tratamento acido para a selecdo das células mais resistentes. Apds o término
das fermentagGes em escala de bancada, 150mL, o caldo fermentado foi centrifugado a

1.200g durante 10 min para a recuperagdo da biomassa.

A biomassa foi suspensa em solucdo acida com pH 4,0 apds a adicao de acido
sulfdrico, e permaneceu por 2h. Apds este periodo parte das células foi semeada na
superficie de placas de Petri com meio YPD (1% Extrato de levedura, 2% Dextrose (D-glicose),
2%Peptona, 2% agar) previamente esterilizado. As placas foram tampadas e colocadas em
estufa a 32 C durante 48h. As col6nias que cresceram foram entdo inoculadas em 20mL do
meio de cultivo utilizado nos reatores, a base de melaco de cana e uréia. Os cultivos
celulares que apresentaram a maior velocidade de crescimento foram novamente
centrifugados a 1.200g por 10 min e entdao misturadas com soro de leite em pd, na
concentracdo (m/m) de 90% de células, e entdo liofilizadas a 200mbar e -45 C por 48h. A
partir deste liofilizado as células foram novamente congeladas em solugao de glicerol 50% e
mantidas em freezer a -802C. Este tratamento permitiu que a cepa adquirisse alta resisténcia

frente a contaminagdes.

2.2 - CONDIGOES DE CULTIVO
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Os meios de cultivo de baixo custo para producdao de biomassa oleaginosa da
levedura Rhodosporidium toruloides foram realizados conforme Soccol et al 2017 (21) e

estdo descritos a seguir. A figura 02 representa esquematicamente os escalonamentos.

FIGURA 02: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS ESCALONAMENTOS

Indculo
".-l""'-'_._‘_‘-"""h\
H,0 D H,0 S
—_ PR
Melago Fermentador Melaco Fermentador
_— 302C o 30eC
1IVVM 02 1VVM Oz
24h 24h
Uréia Uréia
Ry | ey |
SR T
Caldo
fermentado

Agua deionizada: 15mL
Melago de cana: 0,8g

Ureia: 53mg

Esta proporgdo de melago/agua deionizada é varidvel uma vez que é calculada
tomando-se como base a concentragdo de acglucares do melago, que ndo é constante, e varia
de acordo com o tipo da cana, e o canavial colhido. O valor dos acucares totais solUveis no

meio de cultivo deve ficar em torno de 40 g/L.
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Apés a formulagdo do meio, o pH é regulado para 5,0 com a adigdo de Acido
Cloridrico 2N e/ou Hidréxido de Sodio 2N. O frasco é entdo parcialmente fechado, com o
auxilio de um material poroso e permeavel ao ar, é finalmente enviado ao setor de
esterilizagdo. Esta esterilizagdo deve ser bastante criteriosa. Para tanto é pré calculada uma
taxa de extincdo de 99,99% dos contaminantes contidos no melaco. De forma a obter esta
taxa, a temperatura e o tempo do processo sdo ajustados. Para se adequar a possiveis

normas sanitarias e/ou ambientais ndo é utilizado nenhum tipo de antibidtico.

Depois de esterilizado, o meio de cultivo é enviado a uma camara de ar onde o vial
estd acondicionado. Apds verificar que a temperatura do meio de cultivo aproxime-se dos 35
C, o frasco contendo o vial e o frasco erlenmeyer contendo o meio de cultivo sdo levados até
a camara de fluxo laminar, previamente higienizada com agente sanitizante e luz ultravioleta
(UV) por 15 min. A chama do fluxo é acesa e entdo o frasco contendo o meio de cultivo é
aberto, numa distancia maxima de 15cm da chama. Em operacdo paralela, o frasco contendo
o vial é aberto e vertido todo o seu contelddo dentro o meio de cultivo. Esta operagdo é
denominada de inoculacdo, e este cultivo de aproximadamente 15mL é agora denominado

de pré-inéculo.

O pré-inéculo é rapidamente fechado e inserido a um agitador orbital, sob 32 Ca 180
rpm. Este meio é mantido nestas condicGes por aproximadamente 24h. Apds este periodo é
retirada uma pequena amostra para visualizacdo em microscopia aumentada 1000x, sem
contagem. Se ndo houver contaminacdo este cultivo serd escalonado. Os teores de

substratos finais ndo sdo avaliados.

Para o aumento do volume de fermentacdo, é preparado um frasco erlenmeyer de

volume total 500mL com os seguintes componentes:
Agua deionizada: 150mL
Melago de cana: 8,0g
Ureia: 530mg

Faz-se a mesma ressalva na propor¢cdo melago/adgua deionizada que no preparo do
pré-indculo. O meio de cultivo deste erlenmeyer tem seu pH também ajustado para 5,0 e é
entao autoclavado a 121 °C por 15 min, de acordo com as necessidades previstas. O meio de
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cultivo é resfriado para 32 °C em camara de ar e entdo é inoculado com o pré-indculo, sob as
mesmas condi¢cdes de assepsia anteriormente utilizadas. Tem-se entdo o indculo, o qual
possui uma viabilidade de aproximadamente 24h, mantido a 32 C e 180RPM, caso apds este
periodo a analise microscdpica nao aponte contaminagao. O préximo escalonamento devera

ser feito para um meio de cultivo de 1,5L.

Este e os demais cultivos pelos volumes envolvidos foram realizados em
fermentadores, os quais fornecem monitoramento e controle dos parametros ajustados,

além de condig¢des de assepsia.

Para a fermentacdo de 1,5L foi utilizado um reator com volume total de 5L. Foram
adicionados 1,5L de dgua, 80g de melago além de 5,3g de Ureia. O reator é preenchido com

o meio de cultivo e enviado para esterilizagdo a 120 °C por 15 min.

Apds esterilizado, o reator é montado, com todos os sensores previamente
calibrados e resfriado através do borbulhamento de ar comprimido previamente esterilizado
por filtro de 0,22um (micrometros) com uma vazdao de 5vvm (volume de ar por volume de
meio) até a temperatura de 30°C. Paralelamente ao resfriamento é feita a calibragdo da

sonda de Oxigénio.

Ao atingir a temperatura de 30°C, controlada através de camisa de circulagdo de agua
com resisténcia elétrica, a vazdo de ar é momentaneamente interrompida, o pH é
novamente ajustado para 5,0+-0,2 e é acionada a agitacdo do reator, na velocidade de
200RPM (rotagGes por minuto). Através de um tubo amostrador localizado na tampa, o
cultivo de 150mL (que fora denominado inéculo) é transferido para o interior do reator com
o auxilio de ar comprimido. Ao término da transferéncia o ar é novamente insuflado na
vazdo de lvvm. Eventualmente pode ocorrer a formacdo de espuma no reator, e caso a
mesma nao seja contida, pode ocasionar o vazamento do cultivo através da saida de ar. Para
gue isto ndo ocorra este reator tem um sensor de nivel, que quando atinge o nivel pré-
determinado aciona uma bomba peristéltica que injeta uma substancia tensoativa. Apds 24h
de fermentacdo, este cultivo de 1,5L sera inoculado ao reator de 15L caso ndo haja
contaminacao, verificada através de microscopia. Ao final do cultivo sdo verificadas as
concentragdes finais de agucares redutores (27), Nitrogénio, concentracdo celular e
concentragdo de 6leo (ambos pelo método gravimétrico)
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O reator de 10L é um reator também em vidro borosilicato, porém com volume total
de 20L, e é controlado pelo mesmo equipamento que monitora o reator de 1,5L porém com
outros sensores. Este reator é também é dotado de camisa para resfriamento e resisténcia
elétrica. Ao vaso do reator sdo adicionados cerca de 8,0L de dgua deionizada 400g de melaco
e 25g de Ureia. O reator é entdo montado e esterilizado in loco, através da resisténcia
elétrica localizada na camisa do mesmo. A temperatura é regulada para 982C e assim
mantida por 4h, enquanto a agitacdo é acionada a 50RPM. Apds este tempo, a temperatura
é diminuida para 302C através da circulagdo de dgua na camisa. Paralelamente também é
feita a calibracao da sonda de Oxigénio, com ar comprimido filtrado a 0,22um borbulhado
pelo meio de cultivo na vazao de 5vvm. Apds a calibracdo da sonda a aeracdo é diminuida
para lvvm, e o cultivo com durac¢ao de 24h do reator de 1,5L é transferido a este reator por
bombas peristalticas, através de mangueiras de silicone esterilizadas. A agitacdo é elevada
para 200RPM e o pH é novamente ajustado para 5,0+-0,2. Como no reator anterior, a
demanda de Oxigénio é utilizada apenas para estimar o nivel de metabolismo celular. O nivel
do reator é mantido pela adi¢gdo, quando necessdria, de solugao de d6leo de silicone em agua
a 10%. Apods 24h de fermentacdo é realizada a visualizacdo do cultivo por microscopia. Na
auséncia de contaminacdo o cultivo serd escalonado. Ao final do cultivo sdo verificadas as

concentragdes finais de aclcares redutores, Nitrogénio, e concentracao celular.

O escalonamento desta fermentagao foi realizado em fermentador em ago inox 316
com acabamento polido, de volume total 500L. Este reator também é dotado de central de
comando para pH, temperatura, oxigénio e nivel de cultivo. Para tanto, foram adicionados
ao reator 80L de dgua proveniente da rede de tratamento, 4kg de melago e 250g de Ureia.
Apds formulado o meio, o reator é fechado e aquecido a 98°C por 4h através das
resisténcias elétricas contidas na camisa. A agitacdo é acionada a 50RPM. Apds este tempo o
reator é resfriado a 302C através da circulacdo de dgua na camisa e do aumento da agitacao
para 200RPM, com o borbulhamento de ar a 1,0vvm filtrado em filtro de 0,22um para
dentro do reator. Neste momento também é feita a calibracdo da sonda de Oxigénio. Apds o
reator resfriado, o pH é corrigido para 5,0 e o sensor de nivel é ativado. O cultivo anterior de
15L é entdo bombeado para este reator, cuja fermentacdo tem duracdo prevista de 24h,

para entdo ser enviado ao reator de 1500L. Ao final do cultivo sdo verificadas as
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concentragdes finais de agucares redutores, Nitrogénio, concentragao celular e concentragdo

de dleo.

O reator utilizado para o préximo escalonamento é um vaso em ago inox 316 com
acabamento polido, volume total de 1500L, munido de todos os controles citados
anteriormente. Para o preparo deste reator, foram adicionados 800L de agua, 40kg de
melaco além de 2,5kg de Ureia. Para a esterilizacdo o mesmo é fechado, a agitacdo é
acionada a 50RPM e a temperatura regulada para 982C durante 4h, através das resisténcias
elétricas localizadas na camisa. Decorrido este prazo é iniciada a aeracdo do meio a uma
vazao de 3vvm e a agitacdo é elevada para 200RPM para a calibracdo da sonda de Oxigénio.
Em operacdo paralela, a temperatura do reator é diminuida até os 302C através da
passagem de agua pela camisa. Ao atingir a temperatura desejada o pH é corrigido para
5,0+-0,2 e o cultivo de 150L é bombeado para este reator. A duragdo prevista para esta
fermentacdo é de 48h, sendo que a demanda de Oxigénio tem importancia fundamental
neste processo fermentativo. De acordo com o estdgio do cultivo (fase lag, exponencial,
manutencdo, etc) a taxa de consumo de Oxigénio varia. Como a temperatura, a vazdo de ar e
a agitacdo sao mantidas constantes, a variagao do consumo de O, reflete-se diretamente na
concentracdo deste dissolvido, indicada pelo sensor presente. Através de uma equacdo de
reta foi estabelecida uma relacdo entre a concentracdo de acglcares e a concentracdo de
Oxigénio no meio. Assim, automaticamente, quando a concentracdao de Oxigénio ultrapassa
o valor determinado, é feita a adicao de mais fonte de Carbono através do bombeamento de
aproximadamente 40kg de melaco de cana in natura, ou seja, ndo esterilizado. Ndo ha
necessidade de esterilizacao do feed, uma vez que a concentragao celular presente no reator

inibe por completo possiveis contaminantes presentes no melaco.

Para o término da fermentacdo foi determinado como tempo étimo o momento
quando a concentragao de agucares fica abaixo de 0,5%, ou 5 gramas por litro. Ao final de

24h apds o feed, normalmente a fermentacao é encerrada.

Todas as operag¢Oes aqui descritas, assim como condi¢des adotadas foram repetidas

inimeras vezes de modo a se obter precisdo e confiabilidade dos critérios adotados.

2.3 - SEPARAGAO CELULAR
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Foi exaustivamente estudada, com a aplicagdo das operagdes unitarias de
decantacdo e floculagdo, com ou sem aditivos, filtracdo em diversos tipos de filtro, com
inimeras malhas diferentes, com ou sem auxilio de adjuvantes, além da centrifugacao, sob
diversas temperaturas, tempos e rotagdes. Foi observado que apenas a decantagdo é

suficiente para a separagao celular com eficiéncia de 99%.

Apds o término da fermentacdo, quando confirmada pela andlise no teor de agucares
no caldo inferior a 5%, o reator tem a aeragdo interrompida, a agitacao desligada e a
temperatura do reator reduzida para 152C. A decantacdo entdo é iniciada, e pela diferenca
de densidade entre as células e o caldo, estas come¢am naturalmente a decantar-se no
fundo do fermentador. Apds 4h é medido o volume decantado, e quando este valor atinge o
parametro pré-estabelecido, que é de 33% da altura total de meio, a decantagdo é
encerrada e o caldo concentrado (a fracdo inferior do fermentador, onde estdo as células) é
bombeada ao reator de rompimento celular. Caso a decantacdo ndo tenha concentrado o
caldo de maneira suficiente pode-se diminuir ainda mais a temperatura ou aumentar o
tempo da operagdao. Em mais de 90% das fermentagdes piloto realizadas a decantagao é
encerrada apds 4h. Com isto a concentragao celular aumenta cerca de 3vezes, chegando ao

valor de 120g/L de biomassa Umida.

2.4 - ROMPIMENTO CELULAR

Para que a extracdo do dleo acumulado no interior das células seja eficiente é
fundamental que a membrana celular seja aberta, possibilitando o transbordo dos lipideos
acumulados através de vacuolos. A extracdo sem o rompimento celular é possivel através da
utilizacdo de solventes, porém de toxicidade bastante elevada, dificil separacdao e posterior
recuperacao, além de invariavelmente fornecer um produto com baixo grau de pureza,

necessitando de varias etapas de purificacdo.

Inimeros métodos de rompimento celular foram testados, levando-se em conta a
eficiéncia e o custo do processo. O rompimento de melhor custo/eficiéncia foi a via quimica,
com o auxilio de acidos minerais. O caldo concentrado contendo a biomassa é enviado ao
reator de lise celular, construido em ago inox AISI 304 com acabamento polido, dotado de

camisa para aquecimento, e/ou resfriamento, e tem sua temperatura elevada para 909C, sob
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agitacdo de 25RPM. Ao atingir esta temperatura é adicionado Acido Cloridrico 33%, até que
o pH seja reduzido para 2,0. O reator é dotado de um condensador no topo, para evitar a

perda de acido por evaporacao.

Assim que se visualizar através da analise microscépica que maior parte das células
estdo rompidas o processo de hidrdlise é encerrado. Geralmente para se atingir este
patamar 3,5 a 4h sdo suficientes. O caldo resultante é destinado a unidade de separacao
celular, onde a massa proteicolipidica é recuperada para posterior extracdao do éleo contido
nesta. Esta massa consiste em uma matriz de macromoléculas formadas pelos vacuolos que
armazenam o 6leo (fracdo lipidica), e uma série de proteinas, entre elas diversas proteinas
de ligacdo (fracdo proteica) que conferem a esta massa uma consisténcia homogénea e

estavel.

2.5 - SEPARAGAO DO CALDO HIDROLISADO

A centrifuga utilizada é do tipo tubular e é toda construida em ago inox. O tubo
interno tem volume de 8L e pode girar a uma velocidade de até 12.000 RPM. A vazdo do
caldo hidrolisado é determinada através de calculos que demonstrem um tempo de

residéncia ligeiramente superior ao que fora avaliado em centrifuga de bancada.

A medida que o caldo vai sendo separado, pela saida superior da centrifuga é obtido
o sobrenadante. A fase aquosa consiste de um caldo com pH baixo e teor de aglcares perto
de 10g/L, devido ao agucar residual da fermentacdo, além da hidrélise de alguns compostos
formados durante a lise celular. Este caldo contém elevados teores de HMF

(hidroximetilfurfural).
Dentro do tubuldo vai sendo retida a massa proteico lipidica. Com as condi¢Ges acima

descritas, a massa proteicolipidica é recuperada com teor de umidade de 70% (m/m).

2.6 - EXTRACAO DO OLEO

As condi¢Oes 6timas de extracdo foram determinadas através de uma série de

experimentos envolvendo ao menos 5 varidveis distintas, dentre elas: o método de extracao,
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o grau de rompimento celular, o teor de umidade presente na massa proteicolipidica, tempo
e temperatura de extracdo. Uma série de resultados interessantes poderiam ser
extrapolados as condi¢cOes piloto, porém dentre os melhores resultados foi feita uma
segunda avaliagdo com base na toxicidade do solvente utilizado e o custo total da operagao.
A qualidade do dleo extraido também foi outro fator analisado, e este sim o qual define a

metodologia a ser utilizada.

A extracdo do dleo foi realizada em trés etapas, todas sob praticamente as mesmas
condicBes, com excecdo do tempo de operacdo. Logo apds a recuperacdo da massa, esta é
enviada ao mesmo reator utilizado na producao celular, devidamente sanitizado. A pasta é
inserida no reator a uma temperatura préxima de 352C. Na sequéncia é adicionado
Cloroférmio na relagao de 3 partes de solvente para 1 parte de massa Umida. A temperatura
é regulada para 502C e a agitacdo é acionada a 50RPM para mistura dos componentes, sem
a formacdo de vdrtices, o que aceleraria a evaporacdao do solvente, condicdo indesejada
neste momento. Amostras de 2mL da mistura sao retiradas a cada 3 minutos e centrifugadas
a 7.200g durante 1 minuto, separando a fase leve (massa extraida) e a fase pesada (micela
do solvente e do dleo extraido). A micela é recuperada e posta em um tubo com a massa
conhecida. Este tubo é aquecido em forno micro-ondas por 30 segundos. A massa do tubo
contendo o 6leo é anotada. A determinacdo do final da extracdo é dada quando 3 amostras
seguidas apresentarem variacdo de peso do tubo mais o déleo inferior a 2%. Normalmente

apos 15 minutos variagdes inferiores a esta sao obtidas.

A micela obtida pela saida superior da centrifuga chamada de sobrenadante é uma
solugdo aquosa com impurezas. A fase liquida mais pesada, eluida pela segunda saida da
centrifuga contém a micela, mistura de solvente e dleo é enviada para a destilacdo. A massa
coletada dentro da centrifuga ainda contém quantidade aprecidvel de 6leo e é novamente
enviada ao reator de lise, misturada com Cloroférmio 1/1 (m/m) sob as mesmas condicGes
de temperatura e agitacdo. Amostras de 2mL sdo retiradas a cada 3 minutos para
determinacao da concentragdo de 6leo. Nesta segunda extra¢do, normalmente o equilibrio é
obtido apds 5min de mistura. A mistura é novamente centrifugada, sob as mesmas
condicdes, obtendo-se assim 3 fases, de caracteristicas semelhantes as obtidas
anteriormente. Na terceira extracdo as condi¢cdes adotadas de concentracdo de solvente,

temperatura e agitacao do reator sdo as mesmas das duas extracdes anteriores. Assim como
21



nas fases anteriores, quando 3 amostras consecutivas indicam a mesma concentragao de

oleo, a extracgdo é finalizada. A massa obtida é centrifugada pela ultima vez.

A tabela 01 apresenta um balan¢o de massa das etapas de extracdo, considerando

como base de calculo 1000g de massa proteicolipidica.

TABELA 01 — BALANGO DE MASSA REPRESENTATIVO DAS EXTRAGOES

Entrada (g) Saida (g)

Biomassa Solvente Fase superior | Fase média | Fase inferior
12 Extracao 1000 3000 770 200 3030 (6leo 90)
22 Extracao 200 400 20 145 435 (6leo 45)
39 Extracdo 145 145 15 130 155 (6leo 15)

2.7 - SEPARAGAO DA MICELA

O destilador é constituido em ago inox 304 com controle de temperatura
independente para reboiler, condensador e vaso recuperador. A micela é adicionada ao
rebolier que tem sua temperatura regulada para 65 C, a bomba de circulagdo de micela é
acionada a uma vazdo de 2 L/min. O reboiler tem construgdo conica, e a sucgdo da bomba é
feita pelo fundo do reboiler. O recalque da bomba é enviado a parte mais alta da parede do
reboiler, ocasionando rdpida evaporacdo do solvente através do sistema pelicular, onde a
pelicula de micela desce pela parede do reboiler e gradativamente vai tendo o solvente
evaporado. O solvente volatilizado ascende naturalmente, pela diferenca de densidade com
o ar até o condensador, onde é condensado. O liquido formado desce por forga gravitacional
até o vaso recuperador, de onde pode ser utilizado em outras extracdes. A medida em que o
solvente contido na micela presente no boiler vai sendo evaporado, a concentracao de éleo
na micela vai aumentando, assim a taxa de evaporacdo de solvente decresce. Para evitar

este decréscimo a pressdo no extrator é reduzida para 260mmHg.

A concentracdo de 6leo na micela é determinada de maneira semelhante as
operagdes de extracdo. Uma amostra de 2mL do reboiler é retirada a cada 5 minutos, e é
adicionada a um tubo de massa conhecida e enviada ao micro-ondas por 30 segundos.
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Igualmente, quando 3 amostras consecutivas indicam a mesma proporgao de 6leo na micela
a recuperacdo do solvente é encerrada. Via de regra em 30 minutos de operacdo a
recuperacdo de solvente é encerrada. O solvente, conforme ja foi relatado, é armazenado
para ser utilizado em extracdes posteriores. O éleo é reservado e uma amostra vai para o

setor de analises, para que as condicdes de conversdo a biodiesel sejam determinadas.
As andlises foram realizadas da seguinte maneira:

indice de acidez: INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz. v1:
Métodos Quimicos Fisicos para Andlise de Alimentos. SP: | MESP, 3. ed., 1985. p. 279.— Ca 5a
40.

indice de lodo: AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY. Official methods and recommended
practices of the American Oil Chemists’ Society. 4th ed. Champaign, USA, A.0.C.S., 1995
[A.O.C.S. Recommended Practice Cd 1 — 25] .

indice de peréxidos: AMERICAN OIL CHEMISTS SOCIETY. Official methods and
recommended praticces of the American Oil Chemists® Society. 4th ed. Champaign, USA,

AOCS, 1990. [AOCS Official method Cd 8-53].

indice de saponificagdo: AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY. Official methods and
recommended practices of the American Oil Chemists’ Society. 4th ed. Champaign, USA.

A.0.C.S., 1990. [A.O.C.S. Official method Cd 3-25].

A umidade foi calculada através de Karl Fischer.

2.8 - COMPOSTOS FENOLICOS

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau usando dacido galico como padrao de referéncia
(27). A absorbancia foi lida a 760 nm. A curva padrao foi feita com solugdes de 100, 80, 60,
40, 20, 10 pg/mL de acido galico e determinada por regressdo linear (R? = 0,9963) e resultou

na equacgao 01:

Compostos Fendlicos Totais = (10,473 x Abs) — 0,0727 Equacdo 01
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Os compostos fendlicos totais foram expressos como pg de equivalente de acido

galico por g de peso seco.

A concentracdo de antioxidantes contidos nos extratos obtidos por extracdo umida
foi quantificada de acordo com (28). Resumidamente, os extratos foram diluidos em alcool
metilico concentrado nas seguintes concentragdes: 5, 4, 2, 1,25, 0,75, 0,25, 0,125, 0,0625
mg/mL. Em ambiente de luz controlada, 0,1mL de cada dilui¢gdo foi misturado com 3,9mL da
solucdo DPPH e homogeneizado. Foi preparada uma solu¢ao de controle substituindo os
extratos por alcool metilico e foi feita a calibracdo do espectrofotometro. As absorbancias
foram lidas a 515 nm. Uma curva padrao foi preparada usando diferentes concentracdes do
radical DPPH. A capacidade de eliminacdo da concentracdo de radical DPPH foi calculada a
partir da curva de calibracao determinada por regressao linear. A porcentagem de capta¢ao
do radical DPPH foi calculada em termos da porcentagem de atividade antioxidante (AA%)

(Equacdo 2).
AA (%) = [(Abscontrole - AbSextrato) / AbScontrole] X 100 (Equagdo 2)

A capacidade de eliminar o radical DPPH foi calculada a partir de uma equagdo de
inibicdo especifica da se¢do linear da curva criada a partir de diferentes diluigdes de cada
extrato. O ICso que denota a quantidade (ug) de dleo necessario para reduzir a concentragao

inicial de radicais DPPH em 50%, foi entdo calculado.

A determinacdo do perfil de acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa
apos a preparacdo dos ésteres metilicos. As analises foram realizadas em um cromatdgrafo
HP5890 série Il, equipado com um detector de ionizacdo em chama (FID) e uma coluna AT-
Wax (20 m X 0,25 mm X 0,25 m). A temperatura do forno permaneceu a 1002C por 1 minuto,
em seguida foi elevada até 2209C por 6 minutos, permanecendo nesta temperatura por 20
minutos (taxa de aquecimento = 202C/min). Os componentes graxos foram identificados
pela comparacdo com os tempos de retencdo dos ésteres metilicos padrbes e a

guantificacdo foi feita pela normalizacdo das areas.

3.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - RESULTADOS DAS FERMENTGOES
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O processo de scale-up foi realizado levando em conta fermenta¢des conduzidas
apenas em fermentadores, uma vez que cultivos em frascos do tipo Shaker apresentam
limitagOes na transferéncia de oxigénio. Os reatores além de ofereceram a possibilidade de
ar comprimido, ou até mesmo oxigénio concentrado quando operam em altas agita¢des, as
hélices chocam-se com as bolhas do gas, quebrando-as e aumentando a area superficial para
transferéncia de massa. Os reatores ainda possibilitam uma agitacdo muitas vezes superior a

de um shaker, gracas as hélices internas.

TABELA 02 — PARAMETROS DAS FERMENTAGOES

Volume de fermentacao (L) 1,5 15 150 1500
Tempo de fermentacao (h) 24 24 24 48
Biomassa final (g/L) 27,4 28,1 24,5 42,5
Concentracgdo de agucares iniciais (g/L) 50,7 42,1 40,8 34,2
Concentracgdo de agucares finais (g/L) 4,9 2,4 3,2 4,4
Consumo de substrato (g) 68,7 397 3.760 67.400
Concentragdo de lipideos (g/L) 9,8 9,5 10,1 21,6
Produtividade de lipideos (g/L*h) 0,40 0,39 0,42 0,45
Fator conversao substrato em biomassa 0,54 0,64 0,58 0,59

Verifica-se que a geracdo de biomassa e concentracdo lipidicas sdao muito préximas
durante processo de escalonamento entre volumes 1,5L, 15L, 150L e 1500L, conforme
demonstrado na tabela 02, evidenciando que as condi¢des do meio, como as fisico quimicas
(material, geometria, formato das pas, etc) do reator ndo interferiram no processo
fermentativo. A tabela 02 deixa claro que a concentracao de lipideos no reator de 1500L foi
maior que as anteriores. Este valor é justificado levando-se em conta que este cultivo teve
um pulso a mais de acucares, quando o Nitrogénio estava praticamente zerado, assim, o

micro-organismo utilizou este substrato para o armazenamento de 6leo nos seus vacuolos.

Comparando-se os resultados obtidos neste trabalho com outros autores, como Zhou
et al 2012 (29), que obtiveram um fator de conversdo de substrato em biomassa de 0,36 e
Bonturi et al 2015 (30) que conseguiram 0,22 (ambos utilizando meios de cultivo a base de
glicose) os valores aqui algados (entre 0,54 e 0,64) demonstram que o tratamento ao qual a
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cepa foi submetida, proporcionou as células manterem-se vigorosas independente do reator
utilizado. Também evidenciou as corretas relacdes de C/N, aeracdo, temperatura e pH
adotadas. Isto foi fundamental para a alta produtividade relatada neste trabalho. Os autores
citados obtiveram respectivamente valores de 0,25 e 0,09 para o fator de conversdo de
substrato em produto. Nos dados expostos neste trabalho conseguimos 0,30 e utilizando um

método de extracdo comprovadamente menos agressivo.

FIGURA 03: EVOLUGAO DOS PARAMETROS CINETICOS NO REATOR DE 1500L

Concentracdes de agucares, nitrogénio e biomassa em
funcao do tempo
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3.2 - RESULTADOS DAS EXTRAGOES

Para a extracdo do o6leo foram realizados experimentos comparando o método
convencional de extracdo, baseado na metodologia de Soxhlet, utilizando biomassa seca e
Hexano, através de processo de extracdo-liquido-liquido (ELL), utilizando Cloroférmio como
agente de extracdo dos lipidios. Ambas as metodologias estdo descritas em Dalmas Neto et
al 2019 (31). Diversas analises foram realizadas para averiguacdo da qualidade do dleo
extraido e ficam bem claras algumas diferencas, que podem influenciar nas aplicacdes dos

Oleos obtidos

A tabela 03 fornece valores da porcentagem o6leo extraidos pela metodologia

convencional utilizando hexano (extracdo Soxhlet) e a extracdo liquido-liquido (extracdo
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cloroférmio), e sua relagdo com a pureza do 6leo obtido. O método de extracao liquido-
liqguido do 6leo utilizando cloroférmio fornece um rendimento total cerca de 5% superior ao

utilizando metodologia classica de Soxhlet utilizando Hexano como solvente.

TABELA 03 — TEORES DE OLEO E PUREZA DOS EXTRATOS

Extracdo Soxhlet Extracdo liquido-liquido
Pureza Rendimento Pureza Rendimento
Solvente % de dleo % de 6leo
6leo (%) em Oleo (%) Oleo (%) | em dleo (%)
Hexano 46,1+0,6 94,3 43,4 4,83+0,3 N.A. N.A.
Cloroférmio | 43,2+0,4 N.A. N.A. 50,9+1,2 91,8 46,7

Para melhor visualizacdo do dleo obtido, na tabela 04 consta a qualificacdo completa
dos extratos, com teores de lipideos, proteinas, carboidratos, cinzas e umidade. Isso fornece
uma clara ideia da pureza dos extratos. Na tabela 05 estdo reportados valores obtidos para
ambos os 6leos em termos do indice de acidez, peréxidos e saponificacdo, parametros

relevantes quando se trata da producdo de biodiesel.

TABELA 04: CARACTERIZACAO DOS OLEQS EXTRAIDOS EM AMBOS OS METODOS

Extracio Lipideos % | Proteinas % | Carboidratos % Cinzas % Umidade %
(Soxhlet) (Kjeldahl) (DNS) (Cinza seca) (Karl Fischer)
Soxhlet 94.3 1.3 3.2 0.8 0.4
Hexano
ELL 91.8 2.0 1.4 2.6 4.1
Cloroférmio

TABELA 05 — INDICE DE ACIDEZ, PEROXIDO E SAPONIFICAGAO DOS OLEOS OBTIDOS POR AMBOS OS METODOS

Extracdo Indice de Acidez | indice de Peroxido | fndice de Saponificacio
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(%) (mea/kg) (mgKOH/g)

Soxhlet Hexano 1.36 2.97 199.70

ELL Cloroférmio 1.17 0.54 199.40

Os valores do indice de acidez e do indice de saponificacdo para ambos os métodos
de extracao foram muito préximos, indicando que nas condi¢des adotadas os métodos de
extragdo nao influenciaram a acidez do dleo obtido. O indice de acidez reflete a
porcentagem de dacidos graxos livres (AGL) presentes no extrato oleoso. Sdo parametros
importantes para avaliacdo de dleos destinados a alimentacdo, uma vez que AGL estdo

relacionados a sabores e odores desagradaveis.

O indice de saponificacdo representa a quantidade de base necessdria para esterificar
1g do extrato, e esta diretamente ligada a pureza desse mesmo. Ambos os valores estdao

bastante proximos, como era de se esperar visto que a pureza dos mesmos é bastante alta.

Porém o indice de perdxido elevado para a extracdo Soxhlet com Hexano evidencia a
alta formacdo de perdxidos para esta metodologia. Os perdxidos sao formados quando o
Oleo é submetido a altas temperaturas por longos periodos, ou sua prolongada oxigenacao.
Sao compostos ndao desejaveis nos O6leos uma vez que se caracterizam por produzirem
odores e sabores ranc¢os. Durante a secagem da biomassa e durante a propria extracdo por
Soxhlet o 6leo é submetido a condi¢des degradantes, o que ndo é verificado na ELL. A
extracdo por Soxhlet necessita que a biomassa seja seca, sob condi¢des de 802C, e a propria
extracdo é realizada a aproximadamente 602C durante horas. Na ELL ndo ha a necessidade
de secagem, e a extracdo é muito mais rapida, sob temperaturas menores, isso implica

também em custos menores.

Estas caracteristicas indesejaveis nos 6leos podem sem minimizadas devido a
presenca natural de compostos antioxidantes. Muitos 6leos sdo ricos em antioxidantes,
como tocoferdis e outros compostos fendlicos. O éleo obtido da levedura Rhodosporidium

toruloides é rico em a e Bcarotenos que possuem elevado poder antioxidante.

28



Observamos que no método de extracdao dos déleos microbianos utilizando técnica
por Soxhlet ocorre uma destruicdo de compostos fendlicos, o que acarretou em maiores
teores de perodxidos, e menores quantidades de compostos fendlicos no extrato final,
aumentando o ICso. Ao trocarmos o Hexano pelo Cloroférmio, capaz de solubilizar maiores
guantidades de compostos fendlicos o ICso teve reducdao de 70% em relacdo a extracdo

convencional conforme dados apresentados na tabela 06.

TABELA 06 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E IC50 PARA DOS EXTRATOS

Extracdo Compostos fendlicos totais (Ugcae/g) ICs0 (mg/mL)
Soxhlet Hexano 1,543 3,538
ELL Hexano 5,761 2,510
ELL Cloroférmio 7,518 2,082

Apesar de apresentarem propriedades fisico-quimicas distintas, os 6leos extraidos
apresentam a mesma composicdo em termos de dacidos graxos, conforme demonstra a
tabela 07. Apesar de diferencas pontuais, como por exemplo o teor de acido oleico (C18:2)
que variou de 5,7 para 7,6% (entre eles uma variagdo de 33%), o balango geral de compostos
saturados e insaturados foi praticamente igual. O indice de lodo, muito parecido para os dois
extratos reforca a semelhancga entre ambos. Esta semelhanca era esperada, uma vez que a
composicdao dos acidos graxos é definida durante o crescimento celular, e os métodos de
extracdo tem influéncia limitada sobre a composi¢cdo. A composicdo semelhante indica que
mesmo para diferentes utilizacdes, ambos os extratos tenham comportamentos
semelhantes frente as condi¢cdes de reacdes quimicas e armazenamento, o que interfere

diretamente na vida de prateleira do éleo.

Em funcdo das melhores caracteristicas e menores custos, as avaliagdes de conversao

em biodiesel e demais testes foram realizados com o 6leo extraido por EEL com Cloroférmio.
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TABELA 07 — COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS E INDICE DE I0DO DOS OLEOS EXTRAIDOS PELOS
METODOS SOXHLET E EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO.

Acido graxos (%m/m) Soxhlet Hexano ELL Cloroférmio
C14:0 1,00 1,05
C16:0 21,50 20,89
Cl6:1 0,70 1,24
C17:0 0,00 0,32
C17:1 0,00 0,26
C18:0 4,60 5,12
C18:1 62,10 61,93
C18:2 7,60 5,71
C18:3 0,70 0,42
C20:0 0,10 0,46
C20:1 0,40 0,77
C22:0 0,30 0,35
C22:1 0,10 0,33
C24:0 0,70 1,12
Total 99,80 99,97
Saturados (%) 28,20 29,30
Insaturados (%) 71,60 70,66
indice de lodo (cg/g) 72,3 71,3

3.3 - RESULTADOS DA CONVERSAO EM BIODIESEL

A conversdao em biodiesel e a purificacdo foram realizadas conforme a metodologia
descrita em Soccol et al 2017 (21), para a escala de bancada e determinacdo de parametros
para scale-up. Esta metodologia foi adotada em razdo das caracteristicas especificas do éleo
microbiano produzido, o qual apresentava baixas taxas de conversao frente as reacdes de

transesterificacdo. Além da dificuldade de separacdo dos ésteres dos demais produtos.

A transformacdo do éleo microbiano em biodiesel envolve num primeiro estagio a
conversao de todos os triglicerideos em acidos graxos livres, durante a esterificacdo acida.
Quando a reacgdo alcanca a conversdao desejavel, a transesterificacdo é iniciada (segunda
etapa). A esterificacdo acida foi realizada sob agitacdo e temperatura controlada. Metanol e
acido sulfurico foram adicionados. Quando os niveis de acido graxo livres sdo superiores a

98%, a reacdo é interrompida através da reducdao da temperatura. Apds a interrupcdo da
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esterificacdo, metanol e hidréxido de sdédio foram adicionados ao a mistura, e a temperatura

foi elevada para 702C durante 15 minutos para conversao dos acidos em ésteres.

Esta metodologia foi entdo escalonada através de uma tecnologia denominada
Hidroesterificacdo. Ela foi patenteada pelo professor da UFRJ, Donato Aranda ( niumero do
pedido Pl 0500417-9 B1) que consiste também em uma primeira conversdo de toda a
matéria oleosa a acidos graxos e glicerol, mediante a hidrdlise, sob temperaturas e pressdes
elevadas, conforme demonstra a figura 04 e por fim, a esterificacdo dos acidos graxos em
ésteres. O glicerol obtido via esta rota tem elevada pureza, e é facilmente separado dos

acidos graxos.

FIGURA 04— ESQUEMA DA REAGCAO DE HIDROLISE

Triglicerideo 4 Agua =) AcidoGraxo + Glicerol

0 0
HC-0-C-R, 3HO HO-C-R,  HC-OH
| Q Q |
HC-0-C-R, HO-C-R, HC - OH
|9 9 |
H.0-0-~€~F; HO-C-R, H,C - OH

O processo de hidrélise em si consiste no aquecimento do material graxo a 250 C e
mistura com agua na razdo de excesso de 50%, com utilizacdo de acido sulfurico como
catalisador, na concentragdo de 1% (massa catalisador/massa de 6leo). Apesar de 80% do
Oleo vegetal ser convertido nos primeiros 20 minutos, a reacdo foi mantida até os 60min.
Apds o prazo estipulado a mistura é flasheada onde o excesso de agua e acido sdo retirados
na forma de vapor, e apds condensados retornam ao processo. A glicerina é coletada quase
pura. A parte liquida (acidos graxos), ainda a cerca de 2002C é submetida a alimentacdo de
solugdo de hidroxido de sdédio em metanol a 1% até uma concentragdo final de 10% em
relacdo a massa de acido graxo. Esta relacdo madssica corresponde a uma razdao molar de
alcool de aproximadamente 3:1. Nestas condi¢des a reagao de esterificagdo ocorre em cerca
de 60min, e apds isso a mistura é enviada a destilacdo, onde separa-se o metanol em
excesso, os ésteres, a dgua gerada na esterificacdo e eventual matéria prima ndo convertida

ou contaminantes.
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Nas condi¢Ges acima descritas o rendimento, massa de acido graxo/massa de
material oleoso na reacdo de esterificacdo foi de 92%. O rendimento mdssico da reacdo de

esterificagdo (massa de éster/massa de acido graxo) foi de 100%.

Estas reacOes foram realizadas sob diversas condi¢cGes experimentais em escala piloto
na planta de hidroesterificacdo da USDA, em Ponta Grossa/PR, porém sendo divulgados
apenas os resultados mais expressivos, devido a patente vigente. Simplificadamente o

sistema de hidroesterificacdo é disposto na figura 05.

FIGURA 05 — ESQUEMA SIMPLIFICADO DE OBTENGAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES

Acido graxo Agua

Vapar b
P Met@anol T Biodiesel

Matéria _ Agua
Graxas | Glicerina “é Glicerina

Vapor e agua

Apds a conversao do 6leo em biodiesel, o mesmo foi enviado ao laboratério de
maquinas térmicas da UFRJ. Antes do inicio dos testes, porém, foi realizado um laudo
completo no biodiesel que abordava os 27 parametros exigidos-pela ANP. O resultado dessa

analise estd apresentado na tabela 08.

3.4 - RESULTADOS DOS TESTES EM MOTORES

Na época dos testes, a legislacdo brasileira determinava que o teor minimo de

biodiesel no diesel mineral fosse de 5% em volume. Desta maneira o biodiesel produzido por
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Rhodosporidium toruloides foi diluido nas concentragdes de 5%, conforme legislagdo em
vigor e também a 20%, a fim de avaliar com mais intensidade as possiveis mudancas nos
ensaios. Para melhor entendimento dos resultados obtidos, estes foram comparados com
um biodiesel B5 obtido de uma planta oleaginosa, denominada como “B5 REF”. O mesmo foi

feito com biodiesel com 20% de 6leo renovavel vegetal, denominado “B20 REF”.

Alguns equipamentos utilizados nos testes estdo nas figuras 06 e 07, além das

caracteristicas do motor, dispostas na tabela 09.

FIGURA 06 — CONJUNTO MOTRIZ E ANALISADOR DE DADOS

FIGURA 07 — PROGRAMA DE
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LEITURA DO DADOS AVALIADOS

TABELA 08 - LAUDO COMPLETO DO BIODIESEL

EscoLa DE QUIMICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

CERTIFICADO DE (QUALIDADE DE B-100

Empresa: OUROFING
Amostra; HEDF 2012/01

Aspecto e | NER 16048 - LI LI
Massa especifica & 20° C 857,7 AZTHC DIOST Eim?® 850 300
Viscosidade Cinematica a $0°C 5,24 ASTIL DS mpcis b 6
Teor de ﬁ&.gua AT 350 EN 12987 mp/kg 380
Contaminacio Tobtal, méx. 22 EN 12662 meEfkE 24
Ponto de fulgor, min. 172,0 ASTIC DB o 100

‘Teor de éster, min 96,6 B 14103 3% MAsSER 98,5

Residuc de carbono, max 0,01% ATTE DISI0 s MASSE 0,050
Cinzas sulfstadas, max =061 ASTHS DETA U massa Q.02
Ercmire total, mas. =0,01 HEE 15887 g g &0
Sodio + Potissio, méx. =001 mRR 15553 mg/ kg 5
Caleio + Magnésio, max. 20,31 HER 15553 me/iks 5
Fhcforo, max. <0,01 WER 15558 me I 1Q
Corrosividade ac cobre, 3h s 50 °C, max. 1 ASTH B1E0 % 1
;,Pg:iﬂ de sntupivaento de fillro & frio, % P — o 19
Indice de acides, méx n,38 AsTM DS6s | mg KOH/E 0,5
Glicerol Bvre, man. 0,02 ASTRE DESES ‘3; mausn o0z
Glirerol total, méx 0,242 ASTRE D658 %o MASER 9,25
Monnacilglicersd 0,439 AZTM DESES % massa .80
Diacilghicersl 0,129 T ETa——— 0,20
“Friacilplicerck ] ASTM DEEEA LUy MASER 0,20
Metancl ox Efsnol, max 0,02 ETF 14110 %h maszca a2
indice de Iodo 61,7 EW 14111 g/ 100g Amoter Anobar
Estabilidade A cxidacio a 110°C, min. &3 EN 14113 9 &

e Ao

Prof. Donsto & G. Arvenda

{AC Certisign RFB G3 ICP Brasil - a8 96 8f 4e 8c 23 ct ee 23 64 19 6540 30 25 10 95 4a 2f 3k}

Ezcola de Quaimica/UFRJ
CRQ 05314401, 3°. Regifio
E-mail: donstofeeg.uwr). by

Rio de Jameiro, 24 de outukbro de 3012
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TABELA 09 — CARACTERISTICAS DO MOTOR DIESEL UTILIZADO NOS TESTES DO BIODIESEL.

Tipo do motor

04 tempos a diesel

Marca e modelo

Agrale M95W

Numero de cilindros

01 (vertical)

Injecao

Direta

Cilindrada

744cm3

Poténcia maxima

15,5cv @3.000RPM

Torque maximo

4,3 kgf*m @2.500RPM

Foram avaliados para os quatros combustiveis os valores de consumo especifico de

combustivel, emissdes de Didxido de carbono, Mondxido de carbono, Oxigénio, compostos

nitrogenados e hidrocarbonetos. As imagens comparam os dois B5, o de referéncia e o

produzido a partir da biomassa microbiana oleaginosa de Rhodosporidium toruloides,

denominado “B5 RHO”. De maneira analoga os B20’s sdo comparados.

FIGURA 8. CONSUMO ESPECIFICO DE COMBUSTIVEL (EM G/KW*H) PARA B5 RHO E B5 REF EM
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A figura 08 mostra que o consumo especifico X RPM do B5 RHO é menor, ou seja:
para gerar 1kwh de energia o motor utiliza menor massa de combustivel, o que sugere um
poder calorifico maior do B5 RHO. A 1.500 RPM, por exemplo o consumo de B5 RHO foi de
293 g, e o de B5 REF foi de 362g, uma economia expressiva de cerca de 24%. Em outras
rotacdes a discrepancia nado foi tdo alta, mas demonstram a mesma tendéncia. Lembrando

gue motores a diesel trabalham em rotacdes bem mais baixas que motores do ciclo Otto.

FIGURA 09. CONSUMO ESPECIFICO DE COMBUSTIVEL (EM G/KW*H) PARA B20 RHO E B20 REF EM
FUNCAO DA ROTAGCAO DO MOTOR.

g/KWh Consumo especifico X RPM
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Verifica-se a mesma tendéncia no comportamento do B20 em relagdo ao consumo
especifico de combustivel, porém com diferencas mais modestas. Em todas as medicoes

avaliadas, o consumo do B20 RHO foi menor que o B20 REF.

Figura 10. EMISSOES DE CO> (EM %) PARA B5 RHO E B5 REF EM FUNCAO DA ROTACAO DO MOTOR.
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O gas carbdnico é gerado através da queima completa do biodiesel, com o motor
funcionando sob excesso de ar, ou seja, sob condi¢gdes normais. O biodiesel B5 RHO foi mais
limpo que o B5 REF, emitindo menor quantidade de gases. As reducdes, em algumas
situagdes, no caso de 2.000 RPM, superaram 50%. O CO; é apontado como um dos gases

causadores do efeito estufa.

FIGURA 11. EMISSOES DE CO2 (EM %) PARA B20 RHO E B20 REF EM FUNCAO DA ROTACAO.
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A figura 11 aponta claramente as menores emissdes de CO, do B20 RHO frente ao
B20 REF, caracteristicas também avaliada com os B5. A 2.500RPM, a redugao nas emissdes
chega a mais de 200%.

Figura 12. EMISSOES DE CO (EM %) PARA B5 RHO E B5 REF EM FUNCAO DA ROTACAO DO MOTOR.
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O mondxido de carbono é emitido quando a combust3ao ndo é completa. Porém nao
é correto afirmar que os resultados aqui apresentados como decorrentes de combustdo
deficiente em ar. Eles estdo em baixas concentracdes, e sdo inexoravelmente gerados,
mesmo sob condi¢des altamente favoraveis. Através da figura 12 verifica-se
comportamentos semelhantes para o B5 RHO e o B5 REF em 1.500 e 2.000RPM. Entretanto,
a 2.500RPM as emissdes do B5 RFE tornam-se 4 vezes maiores que o B5 RHO. A alta

concentragdo deste gas no ar é umas das principais causas de mortes.

FIGURA 13. EMISSOES DE CO (EM %) PARA B20 RHO E B20 REF EM FUNCAO DA ROTACAO.
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A figura 13 apresenta um comportamento muito parecido ao revelado na figura 12.
Emissdes de CO relativamente equilibradas entre 1.500 e 2.000RPM, porém uma emissao
explosiva de CO a partir de 2.500RPM para o B20 REF, chegando a superar as emissdes do
B20 RHO em 5 vezes.

Através da andlise da figura 14 fica evidente a maior emissdo de Oxigénio por parte
do B5 RHO frente ao B5 REF. Como o ar injetado ao motor é o mesmo para ambos os
combustiveis, podemos afirmar que o B5 RHO consome menos Oxigénio que o B5 REF. Isto é
um resultado positivo, uma vez que pode-se projetar maquinas com sistemas de
alimentacdo de ar menores. A diferenga a 2.000 e 2.500RPM é bastante saliente, da ordem

de 20%.

FIGURA 14 - EMISSOES DE 02 (EM %) PARA B5 RHO E B5 REF EM FUNGAO DA ROTAGAO DO MOTOR.
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Figura 15 - EMISSOES DE Oz (EM %) PARA B20 RHO E B20 REF EM FUNGAO DA ROTAGAO.
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A figura 15 corrobora o que ja foi constatado na figura 14. Uma necessidade menor
de ar nas camaras de combustdo operadas com biodiesel produzido por Rhodosporidium
toruloides. Ressaltamos que com estes resultados, preliminares, pode-se pensar em
menores sistemas de alimentag¢ao de ar para motores a diesel se operados com biodiesel de

Rhodosporidium toruloides. As reducdes a 2.000 e 2.500RPM também sdo da ordem de 20%.

FIGURA 16 - EMISSOES DE NOx (EM PPM) PARA B5 RHO E B5 REF EM FUNGAO DA ROTAGAO.
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A figura 16 representa uma certa ruptura na tendéncia observada de melhores
resultados obtidos com biodiesel de Rhodosporidium toruloides. Em dois dos trés pontos do
grafico o B5 RHO emitiu maiores quantidades de NOx que o B5 REF. Dentro os processos de
formacao dos NOx podemos destacar o chamado processo térmico, onde a formacdo destes
compostos acontece devido as altas temperaturas nas camaras de combustdo. Os testes
reportados na tabela 08 sugerem que o B5 RHO apresenta maior poder calorifico que o B5
REF. Diante disso, caso o sistema de arrefecimento do motor ndo seja projetado para estas
condic¢des, o B5 RHO pode levar a um aumento excessivo na temperatura dentro do cilindro,
ocasionando a maior formagao no NOx. Outra possibilidade sugere a grande quantidade de
compostos nitrogenados presentes no proprio combustivel. De acordo com a tabela 08 o
biodiesel produzido por Rhodosporidium toruloides apresenta um teor de éster de 96,6%. Os
ésteres ndo sdo nitrogenados, porém os outros 3,4% constituintes deste biocombustivel

podem conter Nitrogénio em sua composigao.

A figura 17 porém demonstra um desempenho superior do biodiesel produzido por
Rhodosporidium toruloides, o que nos leva a supor que apesar de haver um embasamento
cientifico para as emissdes de NOx para o B5 RHO serem maiores que o B5 REF, é mais
provavel que tais dados sejam flutua¢des decorrentes de qualquer tipo de experimento com
medigdes, por mais controlado que estes sejam. Nota-se inclusive, que as emissdes de NOy
para o B20 RHO sdo menores se comparadas a mistura B5 RHO. Isto, por si so ja derruba a
tese de que o biodiesel produzido por Rhodosporidium toruloides pode apresentar altas

concentragdes de Nitrogénio em sua composicao.

FIGURA 17 - EMISSOES DE NOx (EM PPM) PARA B20 RHO E B20 REF EM FUNCAO DA ROTACAO
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FIGURA 18 - EMISSOES DE HC (EM PPM) PARA B5 RHO E B5 REF EM FUNCAO DA ROTACAO.
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A figura 18 demostra comportamento ja observado de melhores respostas do
biodiesel produzido por Rhodosporidium toruloides frente ao biodiesel referéncia. Apesar de
as emissdes de HC do B5 REF serem baixas, elas apresentam um pico aos 2.500RPM que
destoa do comportamento do B5 RHO. Este mesmo comportamento é verificado na figura

19.

FIGURA 19 - EMISSOES DE HC (EM PPM) PARA B20 RHO E B20 REF EM FUNGAO DA ROTAGAO.
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As emissdes de HC do B20 RHO ficaram abaixo do limite de detec¢do do equipamento

que é 0,33PPM.

4.0 - CONCLUSOES

Uma das vantagens da tecnologia aqui descrita, é que ela utiliza um meio a base da
cana de acgucar, uma planta extremamente robusta, que é capaz de crescer em solos aridos e
sem o auxilio de defensivos e fertilizantes, diferentemente de outras plantas utilizadas na
produgdo de biodiesel. A cana ainda € um ndo alimento. A produtividade média de biodiesel
por hectare de soja plantado, € em média de 500 a 600L no Brasil. Com a tecnologia aqui

demonstrada a produtividade de biodiesel por hectare (de cana) é de mais de 3.000L.

Outra vantagem diz respeito as adapta¢des a que a cepa foi submetida, visando
maior robustez. Durante o processo fermentativo em reatores de 1,5L até o de 1500L,
volumes consideraveis de 4cido, base e até antiespumante sdo adicionados aos
fermentadores. O préprio feed adicionado ao reator de 1500L consistiu em melago de cana
in natura, sem qualquer tipo de tratamento. Com a utilizacdo da cepa relatada neste
trabalho (DEBB5533) nenhum destes componentes foi esterilizado, o que representa nao s6

um custo menor, mas como uma quebra de paradigma em processos biotecnoldgicos.
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O processo aqui descrito inova em termos de extracao de dleo, com input energético
sensivelmente menor que os métodos atualmente utilizados neste tipo de extra¢do. Além do

custo mais baixo, fica evidente que a qualidade do 6leo melhora significativamente.

Outra inovacdo frente aos trabalhos publicados neste segmento diz respeito a
metodologia de conversdo do 6leo em biodiesel, onde a hidroesterificacdo é capaz de
converter praticamente qualquer tipo de matéria graxa em ésteres, e ofertou bons
resultados em termos de coeficiente de conversao. Os residuos gerados por esta tecnologia

sdo purificados de maneira muito mais facil que frente as rotas convencionais.

Os testes em motores evidenciam que o biodiesel produzido pela tecnologia aqui
demonstrada é capaz de reduzir ndo somente as emissdes de CO; frente ao biodiesel

existente no mercado e amplamente utilizado, como todos os demais poluentes avaliados.

Esses resultados expressam um grande potencial e viabilidade na producdo de
biomassa microcrobiana oleaginosa a partir de um meio de cultura de baixo custo a partir de
derivados da cana de acgucar, processo de extracao desse biodleo, bem como aplicacdo de
uma metodologia inovadora para produ¢ao de biodiesel com elevados rendimentos de

esterificacdo e transesterificacado.
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Algumas patentes geradas durante o desenvolvimento da tecnologia:
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1.5 CEP: 14025-230
1.6 Telefone: () 1.7 Fax: ( )
1.8 E-mail:
[ ]continua em folha anexa
2. Natureza: {X] Invengdo [ ] Modelo de Utilidade [ ] Certificado de Adigéo

Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada: : PATENTE DE INVENGAO

3.

Titulo da Invengéo, Modelo de Utilidade ou Certificado de Adigao (54):
“PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU OLEO COMBUSTIVEL”

[ 1continua em fotha anexa
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Pedido de Patente ou de
Certificado de Adicdo 2 data de depdsito)

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:

O requerente solicita a concessdo de uma patente na natureza e nas condigdes abaixo indicadas:

1. Depositante (71):
1.1 Nome: OURO FINO PARTICIPAGOES E EMPREENDIMENTOS S/A .

1.2 Qualificacio: prestadora de servigos 1.3 CGC/CPF: 07.065.512/0001-85
1.4  Endereco completo: Av. Independéncia, 3.320 — Sala 24 — Alto da Boa Vista
14025-230 RIBEIRAO PRETO - SP
1.5  Telefone: (11) 3104-4971
FAX: (11) 3106-4380 [ continua em folha

anexa
2. Natureza:
X 2.1 Invencio [] 2.1.1. Certificado de Adigio [_] 2.2 Modelo de Utilidade

Escreva , obrigatoriamente e por extenso, a Natureza desejada:

3. Titulo da Invencido, do Modelo de Utilidade ou do Certificado de Adig¢do (54):

“PROCESSO TECNOLOGICO PARA RECICLAGEM DA VINHAGA E CO?
PROVENIENTE DA QUEIMA DO BAGAGO EM DESTILARIAS DE ALCOOL E
USINAS DE AGUCAR ATRAVES DO CULTIVO ALGAL”

[_] continua em folha anexa
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