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RESUMO

As microalgas sdo micro-organismos que podem apresentar elevados teores de lipideos,
proteinas, carboidratos e diversos metabolitos de interesse a industria de biocombustivel e de
compostos nutracéuticos. Apesar das inumeras indicac¢des para sua utilizagdo como fonte para
producdo de biodiesel, ainda existem entraves economicos que inviabilizam esta producdo em
larga escala. Assim, essa pesquisa teve como objetivo avaliar a potencialidade de cepas de
microalgas, isoladas da regido Nordeste do Brasil, para a producdo de biodiesel, levando em
consideracdo suas taxas de crescimento celular, as propriedades combustiveis que cada
biodiesel apresentaria e o desenvolvimento destas espécies em meios residuais oriundos de
atividades humanas e agroindustriais. Além disto, foram analisadas as mudancas metabdlicas
ocorridas durante as fases de crescimento, de algumas espécies, através de técnicas
convencionais e FTIR. Entre as 25 espécies estudadas foram identificadas 8 potenciais para
producdo de biodiesel: Pediastrum tetras (D121WC), Scenedesmus acuminatus (D115WCQC),
Chlamydomonas sp. (D132WC), Lagerheimia longiseta (D133WC), Amphora sp. (M84C),
Monoraphidium contortum (D173WC), Chlorella sp. (D101Z) e Cosmarium sp. (D174WC),
com produtividade elevada em biomassa, variando de 0,28 a 0,95 g L' d', e teores de ésteres
de até 2,9 vezes superiores a soja. Quanto a avaliacdo dos parametros combustiveis, de um
possivel biodiesel produzido pelas microalgas, a andlise estatistica discriminou a cloroficea
D101Z como espécie promissora, por apresentar elevada produtividade lipidica, baixo valor
de ponto de entupimento de filtro a frio e indice de iodo pouco acentuado. Entretanto,
verificou-se que dentre as 12 espécies em estudo, apenas a cloroficea Monoraphidium
contortum € a cianobactéria Synechococcus nidulans ndo atenderiam as especificacdes de
qualidade combustiveis. Nos estudos sobre meios de cultivos alternativos, observou-se que as
formulagdes com esgoto doméstico (ESG) e biocomposto hortifrutis (BH) mostraram-se
muito promissoras especialmente para Chlorella sp., Chlamydomonas sp. e Lagerheimia
longiseta que apresentaram rendimento maximo celular superior ao cultivo controle. As
concentracoes mais elevadas de lipideos foram obtidas em meio BH, e alteragdes na
composi¢ao bioquimica e no perfil de ésteres das espécies foram observadas ao se variar os
meios de cultivo. Constatou-se também, que o acumulo de proteina, carboidrato e lipideo
ocorre de forma e em fases distintas do crescimento microalgal, principalmente quando se
modifica o meio de cultivo. E € nessa perspectiva que a técnica de FTIR demonstrou
eficiéncia no acompanhamento desses componentes, principalmente dos lipideos,
apresentando para todas as amostras uma relagao direta com a técnica convencional. De forma
geral, espécies viaveis para producdo em larga escala, capazes de crescer em meios residuais
foram propostas neste estudo.

Palavras-chaves: Microalgas. Meios residuais. Biocombustiveis. Composi¢ao bioquimica.

Perfil de FAME.



ABSTRACT

Microalgae are microorganisms with high levels of lipids, proteins, carbohydrates and various
metabolites of interest to biofuel and nutraceutical compounds industry. Despite numerous
indications for its use as a source for biodiesel production, there are still scientific and
technological obstacles that prevent this large-scale production. So this study aimed to
evaluate the potential of microalgae strains, isolated from the Northeast of Brazil, for
biodiesel production, taking into account their cell growth rates, fuel properties that each
biodiesel present and the development of these species in waste media arising from human
and agro-industrial activities. Besides analyzing the metabolic changes during the growth
stages of some species through conventional and FTIR techniques. Were identified eight
species potentials for biodiesel production: Pediastrum tetras (D121WC), Scenedesmus
acuminatus (D115WC), Chlamydomonas sp. (D132WC) Lagerheimia longiseta (D133WC),
Amphora sp. (M84C), Monoraphidium contortum (D173WC), Chlorella sp. (D101Z) and
Cosmarium sp. (D174WC), whose biomass productivity was high, ranging from 0.28 to 0.95
g L' d"' and the ester contents were up to 2.9 times higher than soybeans. As regards the
evaluation of fuel parameters of a possible biodiesel produced by microalgae, statistical
analysis discriminated chloroficea D101Z as promising species for all the high lipid
productivity, low clogging point value filter cold and sharp little iodine value. However, it
was found that among the twelve species studied, only chloroficea Monoraphidium contortum
and cyanobacterium Synechococcus nidulans not meet the fuel quality specifications. In
studies of alternative culture medium, it was observed that formulations with domestic
sewage (MDS) and biocomposts of fruit/horticultural wastes (HB) demonstrated promising
results for cultivation, especially of Chlorella sp., Chlamydomonas sp., and Lagerheimia
longiseta, which demonstrated productivities superior to those seen when grown on the
control media. The highest concentrations of lipids were obtained in medium BH and changes
in the biochemical composition and esters profile species were observed by varying the
culture medium. It was also verified that the protein, carbohydrate and lipid accumulation
occurs so distinct phases and the microalgal growth, particularly when modifying the culture
medium. And from this perspective that the FTIR technique has demonstrated effectiveness in
monitoring these components, especially lipids, which showed for all samples a direct
relationship with the conventional technique. A general way species viable for large scale
production, can grow in waste media have been proposed in this study.

Keywords: Microalgae. Alternative media. Biofuels. Biochemical composition. FAME
profile.
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1. INTRODUCAO

A cresente demanda por fontes energéticas que estejam atreladas a reducdao de
impactos ambientais tem induzido ao desenvolvimento de ag¢des que diminuam, em ritmo
crescente, a utilizagdo do petréleo, gas natural e carvao mineral, na busca de frear o aumento
da concentragdo de didxido de carbono na atmosfera, e consequentemente atender as politicas
mundiais de reducdo das emissdes dos gases do efeito estufa (NEJAT et al, 2015;
SORANSO, 2008).

O biodiesel representa uma dessas alternativas, por apresentar grande potencial para
substituicdo gradativa do 6leo diesel, com a vantagem de ser renovavel e minimizar as
emissoes de 6xidos de carbono, material particulado, dos 6xidos de enxofre e de grande parte
dos hidrocarbonetos toxicos (PERIN et al., 2015). Contudo, o biodiesel derivado de
oleaginosas, bem como de dleos de fritura e de gordura animal, carrega a problematica de nao
poder atender sequer uma pequena parte da demanda global de combustiveis, uma vez que o
seu uso exigiria a utilizacdo de uma extensdo proibitiva de areas plantadas, mesmo para um
pais com dimensdes continentais como o Brasil (DABDOUB et al., 2009). Assim, uma
alternativa vidvel seria a utilizacdo de microalgas como matéria-prima para atender a
crescente demanda de combustivel para geracdo de energia e transporte (GHOSH et al., 2016;
AMARO et al., 2011), pois estudos demonstram que a produtividade de 6leo de muitas
microalgas, por unidade de area empregada para o processo, pode ser até 30 vezes superior do
que a obtida com oleaginosas convencionais (MAITY et al., 2014). Por esta razdo, muitos
pesquisadores classificam as microalgas como a Unica fonte de lipideos e/ou biodiesel com
potencial para substituir completamente o diesel fossil (SYDNEY et al., 2011; XU et al.,
2006).

As microalgas necessitam de energia solar, CO, e alguns nutrientes para produzirem
6leos com uma eficiéncia muito maior do que a obtida em plantagdes de oleaginosas
(CHISTI, 2007). Assim, seu aproveitamento em processos produtivos torna-se uma
justificativa importante no tocante a questdo da minimiza¢do dos danos provocados pelo
aquecimento global devido a queima dos combustiveis fosseis. Some-se a isto, o fato de que
os Oleos encontrados nas microalgas apresentam caracteristicas fisicas e quimicas similares
aos Oleos vegetais (SYDNEY et al, 2011). Além disso, as microalgas possuem outras
vantagens em relacdo as oleaginosas convencionais: apresentam ciclo de vida rapido e
producdo continua durante todo o ano; exibem um crescimento exponencial quando em

cultivo; o cultivo pode ser feito em regides ensolaradas onde os solos sdo pouco agricultaveis
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e, portanto, inviaveis para a producdo de biodiesel a partir de plantas terrestres; os cultivos
praticamente ndo geram danos ambientais e implicam em menores gastos de dgua, quando
comparado ao cultivo de plantas; e a biomassa resultante apos a extragao pode ser utilizada na
alimentagdo animal, como adubo organico, como fonte de corantes e antioxidantes naturais
(MAITY et al., 2014; VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013).

Outra aplicacdo das microalgas reside em programas de biorremediac¢ao (ZENG et al.,
2015; KUMAR et. al., 2015, SIVA KIRAN et al., 2012), ou na producao de medicamentos e
farmacos, alimento e intermediarios quimicos para o setor petroquimico, bioplésticos,
bioquerosene e compostos bioativos diversos (AHMED et al., 2014; FRANCO et al., 2013;
CHU et al., 2010; CABRITA et al., 2010; LA BARRE et al., 2010), cujas pesquisas sobre
esses assuntos poderiam resultar em agregacao de valor na cadeia produtiva do biodiesel
derivado das microalgas, e consequente viabilizagdo economica desta produgao.

De acordo com Zhu (2015), estes microrganismos fotossintetizantes sdo também
utilizados em aquicultura, para a produgdo de suplemento alimentar e na producdo de outros
tipos de biocombustiveis, além do biodiesel, como o biohidrogénio, bioetanol, biometano e o
bio-6leo. Todavia, biocombustiveis a partir das microalgas ainda encontram entraves
tecnologicos dos quais depende a sua expansdo a escala comercial como: (a) dificuldades na
logistica de produ¢do em larga escala; (b) dificuldades no uso de organismos geneticamente
modificados em sistemas abertos; (c) alto custo na formula¢do dos meios de cultura; (d)
complexidade no escalonamento industrial de fotobiorreatores; (e) alto custo de producdo em
sistemas heterotroficos; (f) alta demanda energética para secagem e extracao; e (g) alta acidez
do material lipidico isolado (GREENWELL et al., 2010; LEITE et al., 2013). Assim, para que
o potencial do biodiesel de microalgas se concretize ¢ necessario que sejam desenvolvidas
pesquisas biotecnologicas aplicaveis a todas as etapas do processo produtivo, desde a selecao,
cultivo e manejo das microalgas até o processo de transesterificacdo do 6leo extraido das
mesmas, no sentido de otimiza-las e/ou baixar os seus custos.

No Brasil, o cultivo em massa de microalgas ¢ um campo de investigacdo promissor €
necessita de atencdo urgente. Considerando-se a existéncia de regidoes com condigdes
climaticas potencialmente adequadas, com temperaturas amenas e¢ sol em abundancia, sua
pratica parece ser uma possibilidade sdcio-econdmica muito promissora para praticamente
todas as regides (SYDNEY et al., 2011). Neste contexto, a sele¢do de espécies adequadas a
producdo de biodiesel ¢ um aspecto importante a considerar, visto que isso pode levar a

redugdo dos custos do processo produtivo, e que diversas regioes brasileiras sao praticamente
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inexploradas quanto a diversidade de espécies de microalgas existentes, especialmente as
regides Norte e Nordeste.

Nessa perspectiva, o presente estudo visa realizar uma bioprospeccdo de microalgas
isoladas da regido Nordeste potencialmente produtoras de lipideos, ésteres e outros compostos
bioquimicos de interesse que possam ser utilizados na industria de biocombustiveis, e avaliar
a produtividade desses micro-organismos quando cultivados em meios residuais provenientes
de esgoto humano e atividades agroindustriais, visando minimizar custos produtivos e, ao
mesmo tempo, mitigar impactos ambientais. As hipdteses que nortearam esta pesquisa foram:
a) E possivel encontrar espécies nativas de microalgas da regido Nordeste do Brasil que
produzem lipideos em quantidades adequadas a producao de biodiesel e que ainda ndo foram
estudadas a esse respeito; b) Espécies de microalgas que compdem um mesmo grupo
taxondmico podem apresentar diferengas na composi¢do dos acidos graxos constituintes, o
que propiciara variagdes nas propriedades combustiveis do biodiesel produzido por cada
microalga; c¢) Algumas espécies de microalgas podem crescer de forma acentuada em meios
residuais; d) Pode-se observar a cinética de sintese de alguns componentes bioquimicos das
microalgas ao longo do cultivo através de métodos convencionais ou por indicativos

apontados pela técnica de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Efetuar bioprospeccao de microalgas potencialmente produtoras de lipideos, ésteres e

outros compostos bioquimicos de interesse que possam ser utilizados na induastria de

biocombustiveis, e avaliar a produtividade desses micro-organismos quando cultivados em

meios residuais provenientes de esgoto humano e atividades agroindustriais, visando

minimizar custos produtivos e, a0 mesmo tempo, mitigar impactos ambientais.

2.2 Objetivos Especificos

avaliar cepas de microalgas isoladas da regido Nordeste do Brasil quanto ao seu
potencial para producdo de biodiesel, levando em consideracdo as taxas de

crescimento celular e a composigao em ésteres de acidos graxos;

analisar o biodiesel produzido a partir da biomassa das microalgas, em relacdo aos
parametros de qualidade combustiveis normatizados, preditos a partir de equagdes

matematicas baseadas na composicdo em ésteres de acidos graxos;

observar o crescimento de espécies regionais de microalgas (Chlorella sp.,
Chlamydomonas sp., Lagerheimia longiseta ¢ Pediastrum tetras) em cinco meios
alternativos formulados a partir de esgoto municipal e diferentes residuos de origem
agroindustrial, visando avaliar a influéncia destes meios na composi¢do quimica e

produtividade da biomassa obtida;

acompanhar as mudangas na composicdo bioquimica das microalgas nas diferentes
fases da curva de crescimento, usando os métodos extrativos tradicionais,
espectrofotometria de infravermelho e analise termogravimétrica, contrastando com a

assimilagdo de nitrato e fosfato presente nos meios.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Caracteristicas das microalgas

Algas sao reconhecidas como uma das mais antigas formas de vida. Dentre esse grupo,
as microalgas podem ser definidas como organismos microscopicos fotossintéticos que
podem ser encontrados em diversos ecossistemas: dgua doce, salobra, marinho, e hipersalino,
além de ambientes que apresentam condi¢des extremamente variaveis e/ou com amplas faixas
de temperatura e pH (ZHU et al., 2013; MATA et al., 2010).

As microalgas constituem a base das cadeias troficas aquaticas. Suas caracteristicas
taxonomicas e a dindmica espago-temporal sdo estabelecidas pelo regime meteoroldgico,
circulagdo e caracteristicas geomorfologicas regionais, podendo ser alteradas por impactos
antropogénicos e por fatores biologicos (HONDULA et al., 2014; BRANDINI et al., 1997).
Adicionalmente, as microalgas consistem em uma variedade de organismos, cuja classificagao
baseia-se em caracteristicas como a estrutura da parede celular, tipo de mobilidade quando
existente e tipos de pigmentos, responsaveis pela coloracdo variada e por mecanismo
fotoautotréfico (DELABARY, 2012). Dois tipos de estrutura celular podem ser definidas:
procaridtica, com representantes Cyanophyta e Prochlorophyta; e eucaridtica, com
representantes nas divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta,
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.), Cryptophyta e
Dinophyta. (BAWEJA e SAHOO, 2015; DERNER et al., 20006).

As diversas espécies de microalgas podem ser autotroficas ou heterotroficas; as
primeiras requerem apenas compostos inorganicos, como CO,, sais e luz (fonte de energia)
para o crescimento; enquanto as ultimas ndo sdo fotossintéticas. Por conseguinte, requerem
nutrientes € compostos organicos externos como fonte de energia. Algumas microalgas sao
ainda, mixotroficas, ou seja, tétm a capacidade tanto de realizar a fotossintese quanto de
assimilar nutrientes organicos exégenos (BRENNAN e OWENDE, 2010).

A estrutura unicelular das microalgas permite que estas convertam facilmente a
energia solar em energia quimica. Essa conversdo estd sendo aproveitada comercialmente
para a obtencdo de biomassa e, consequentemente, de produtos de aplicacdo comercial. J& que
as células microalgais possuem uma composi¢do bioquimica diversificada (carboidrato,

proteina, lipideos, acidos graxos, etc.) e essa composi¢do esta relacionada a natureza de cada
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espécie, bem como aos fatores ambientais intrinsecos a regido onde o cultivo estd sendo
realizado e ao meio de cultura utilizado (JUNEJA et al., 2013; ZAMALLOA et al. 2011).

Apesar da classificagdo das microalgas em diferentes divisdes devido as diferengas
estruturais e morfologias, deve-se ressaltar que estes organismos sdo fisiologicamente
similares e apresentam um metabolismo analogo ao das plantas (BARSANTI e GUALTIERI,
2014). Além disso, sdo responsaveis pela maior parte da producao de oxigénio molecular
disponivel no planeta a partir da fotossintese (GEIDER, 2013).

O numero exato de espécies de microalgas ainda ¢ desconhecido, contudo na literatura
encontram-se citagcdes relatando que podem existir entre 200.000 até alguns milhdes de
representantes deste grupo. Tal diversidade também se reflete na composi¢do bioquimica e,
desta forma, as microalgas sdao fonte de uma quantidade ilimitada de bioprodutos (NORTON

et al., 1996; PULZ e GROSS, 2004).

3.2 Processamento de microalgas para obtencio de bioprodutos

3.2.1 Cultivo de microalgas

O cultivo de microalgas constitui processo tecnoldgico que utiliza o rapido
crescimento celular para produzir biomassa. Assim, tanto no ambiente natural quanto em
cultivos controlados, o crescimento de uma populacdo de microalgas ¢ resultado da interacao
entre fatores biologicos, quimicos e fisicos (JUNEJA et al., 2013). Os fatores bioldgicos estdo
relacionados as proprias taxas metabolicas da espécie cultivada, a possivel influéncia de
outros organismos ¢ a idade do inoculo (MATA et al., 2010). Quanto aos fatores fisicos e
quimicos sdo principalmente reportados estudos sobre luz, temperatura, aeragdo,
disponibilidade de nutrientes, salinidade e pH. Esses fatores podem vir a influenciar tanto no
valor nutricional das microalgas, incluindo forma e tamanho, quanto na composi¢ao
bioquimica (nutrientes, enzimas, toxinas, lipideos, etc.) (PANCHA et al., 2014; COLLA et
al., 2007; CONVERTI et al., 2006).

A luz ¢ um dos principais parametros de influéncia no desenvolvimento das
microalgas, por ser esta a responsavel direta pelo fendmeno da fotossintese. Assim, cultivos
em altas intensidades luminosas podem propiciar fendmenos reversos ao crescimento celular,

como a foto-oxidagdo e a foto-inibigdo. Em temos gerais a luz tem influencia sobre estas
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espécies quanto a diversos pardmetros, que devem ser monitorados, dentre estes se destacam:
o fotoperiodo, a intensidade, a qualidade e o tipo de luz (LOURENCO, 2006)

A temperatura ¢ considerada outro fator interferente no desenvolvimento microalgal,
exercendo forte influéncia sobre as reagdes metabolicas, sobre a taxa de fixacdo de CO, e
respiracdo, e consequentemente sobre a taxa de crescimento. Muitas microalgas podem tolerar
facilmente temperaturas de 8 a 15 °C mais baixas do que a sua temperatura Otima de
crescimento, no entanto, elevacdes de temperaturas, de aproximadamente 4° C acima do
ponto 6timo de crescimento podem resultar na perda da cultura (BROCK, 2012; DERNER,
2004).

A movimentagdo e aera¢ao constituem outro parametro importante, por proporcionar a
homogeneizacao do cultivo, do calor, e dos metabdlitos, além de facilitar a transferéncia de
gases, prevenir a sedimentacdo e ajudar para um melhor contato entre as células e os
nutrimentos (ANDRADE e COSTA, 2008).

O pH ¢ outra varidvel fundamental a ser analisada durante o crescimento celular, visto
que influencia diretamente na absorcdo dos componentes do meio de cultura e na
disponibilidade de varios elementos quimicos. O pH do meio ¢ influenciado pelas propor¢des
entre formas de carbono dissolvidas no meio, onde o consumo do CO, afeta o crescimento de
microalgas, aumentando o pH do sistema, que pode atingir niveis muito elevados
(KESAANO et al., 2015).

Em linhas gerais, para um crescimento otimizado das microalgas deve-se considerar as
necessidades nutricionais destas espécies, que variam quantitativamente no meio de acordo
com a espécie em estudo e das distintas condi¢des ambientais que serdo impostas. Em geral, a
composi¢cdo do meio de cultura ¢ uma simulacdo do meio natural em que a espécie se
encontra, contendo numerosos sais minerais, alguns elementos traco e, em determinados
meios, vitaminas. Os nutrientes requeridos podem ser classificados em duas categorias: os
macronutrientes, compostos por C, H, O, N, P, S, K, Mg, Si e Fe e os micronutrientes Mn,
Cu, Zn, Mo, V, B, Co, Ca, Na, Se ¢ Ni (CONVERTI et al., 2006).

Os primeiros cultivos comerciais de microalgas foram para fins alimenticios e
surgiram no inicio dos anos 60, no Japao, com o uso da cloroficea Chlorella, seguido de
cultivos de cianoficea Spirulina nos anos 70, no México. No entanto, os primeiros relatos
referentes ao consumo de microalgas pelo homem datam de 2000 anos atras, quando chineses
em tempos de escassez alimentar consumiam a microalga Nostoc (SPOLARE et al, 2006). Ha
ainda relatos do consumo de diferentes espécies de cianobactéria Spirulina, por povos

Astecas, no México, e em tribos da Africa (FAO, 2008).
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Atualmente ja sdo encontradas algumas empresas que cultivam em grande escala
biomassa de microalgas. Contudo, esse processo carece ainda de varios estudos visando a
minimizagdo de custos para serem expandidos. Lourengo (2006) relata que a maioria das
espécies utilizadas na atualidade permaneceu na obscuridade por muito tempo e s6 a partir do
século XIX passaram a ser estudadas com maior intensidade, mas somente apos a 2* Guerra
Mundial surgiu um grande interesse na producao comercial de microalgas, principalmente, em
decorréncia da grande crise internacional na industria petrolifera ocorrida na década de 1970.
O crescimento rapido e a produtividade elevada das microalgas vém estimulando, ha algumas
décadas, pesquisas para o aproveitamento de sua biomassa, sendo considerado um recurso
renovavel e, com a viabilizagdo de empreendimentos comerciais, também como fonte de

renda (MOREIRA, 2010).

3.2.2 Sistemas de cultivo de microalgas

As microalgas podem ser cultivadas em diversos sistemas de producdo, com volume
variando desde poucos até bilhdes de litros. Os sistemas comumente empregados sao os
abertos, cujos cultivos sdo realizados sob condi¢des naturais de iluminacao e temperatura, € 0s
fechados, desenvolvidos com ilumina¢do natural ou artificial, denominados de

fotobiorreatores, Figura 1.1.

Figura 1.1 — Esquema representativo do sistema reaceway (a) e fotobiorreator tubular

horizontal (b).

Pas giratorias

Fluxo

Fonte: Adaptado de Bahadar e Khan, (2013); Brennan e Owende, (2010).
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A viabilidade técnica de cada sistema ¢ influenciada pelas propriedades intrinsecas das
espécies de microalgas selecionadas, assim como pelas condi¢des climaticas e os custos
associados ao terreno e a agua utilizados (BRENNAN e OWENDE, 2010).

Os sistemas de producdo abertos sao realizados nos chamados tanques que podem ser
construidos em varios formatos, sendo os mais conhecidos os chamados “raceways”.
Independentemente da area do tanque, a profundidade varia de 20 a 30 cm, para nao
prejudicar o aproveitamento da luz. A agitacdo constante ¢ essencial para promover uma
distribuicao uniforme e iluminagdo das células. (SUALI et al., 2012).

Os tanques abertos sdo talvez os sistemas mais adequados para o cultivo
fotoautotrofico de microalgas para a producdo de biodiesel, devido ao seu baixo custo
operacional e a fonte de carbono poder ser obtida diretamente da atmosfera (BAHADAR e
KHAN, 2013). Por outro lado, essas condigdes naturais limitam o uso desses sistemas, visto
que fatores climaticos influenciam diretamente em alguns pardmetros de crescimento. Além
do risco de contaminagdo por outros organismos, que podem vir a competir com a espécie
selecionada, o que faz com que esses sistemas exijam ambientes seletivos (HARUN et al.,
2010).

Os sistemas fechados denominados fotobiorreatores sdo projetados para superar as
limitagdes dos sistemas abertos. Apresentam-se em diferentes gamas de modelos, construidos
com tubos de pléstico, vidro ou policarbonato (HARUN et al, 2010; SINGH e SHARMA,
2012). Tém elevada eficiéncia e altos indices de produtividade de biomassa, cerca de 30 vezes
mais do que nos sistemas abertos; requerem menor tempo para o cultivo devido as condigdes
controladas que possui; apresentam uma redug¢do nos riscos de contaminagdo quando
equiparado a cultivos abertos. Além disso, esses sistemas podem utilizar dguas residuais ou
gases de combustao de usinas de energia, fornecendo beneficios ambientais adicionais (ZHU
et al., 2013; CARLSSON e BOWLES, 2007). No entanto, sao limitados quanto ao custo, pois
sdo extremamente mais caros do que os sistemas abertos. A Tabela 1.1 apresenta uma breve

comparagdo quanto a parametros intrinsecos entre os dois sistemas de cultivo abordados.
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Tabela 1.1 — Comparagao de sistemas de cultivo de microalgas.

Parametro Sistema Aberto Sistema Fechado
Concentracdo de biomassa Baixo, 0,1-0,5 g/L Alto, 2-8 g/LL
Espago requerido Alto Baixo
Custos de construgao Baixo Alto
Risco de contaminagao Alto Baixo
Perda de agua Alto Quase ndo ocorre
Perda de CO, Alto Baixo
Qualidade da biomassa Dificil de controlar Facil controle
Dependéncia do clima Alto Baixo
Repetibilidade Baixa Alta
Periodo do cultivo Longo Relativamente curto

Fonte: Adaptado de Zhu et al., (2013)

Alguns autores t€ém sugerido que a combinacao de sistema aberto e/ou fechado e entre
cultivos autotroficos e heterotroficos deve ser a configuragdo mais eficaz para o cultivo em
massa. A exemplo disso Han et al. (2010) na primeira etapa do cultivo utilizou um
fotobiorreator, a fim de obter um elevada densidade celular, e em seguida, expds as
microalgas a uma privagao de nutrientes, em um sistema aberto com a finalidade de aumentar
o teor de lipideos. Liu et al. (2010) utilizou também um sistema hibrido para o cultivo de
Nannochloropsis, obtendo um aumento de 75% na biomassa final.

Contudo, os custos de um sistema hibrido sdo susceptiveis de serem significativamente

maior do que para um reator, bem como as necessidades de area.

3.3 Aplicacoes biotecnolégicas das microalgas

3.3.1 Biomitigagdo de emissoes de CO,

A redugdo das emissdes de gases do efeito estufa ¢ um problema internacional. A
mitigagdo por métodos bioldgicos (biomitigagdo), particularmente a fotossintese de
microalgas, vém apresentando diversas vantagens e varios méritos, como a maior taxa de
fixagdo de CO, quando comparado as plantas terrestres e metabolizacdo do CO, em
carboidratos e lipideos, vidveis principalmente para a producdo de biocombustiveis (WANG

et al., 2008; BRUNE et al., 2009; YOO et al., 2010; HO et al., 2011).
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As microalgas podem tipicamente ser utilizadas para capturar o CO; a partir de trés
diferentes fontes: o CO, atmosférico; a partir da emissdo da queima de combustiveis e
processos industriais; € 0 CO, proveniente de carbonatos soluveis (WANG et al., 2008).

A selecao de cepas de microalgas adequadas para biomitigagao de CO, tem efeito
significativo sobre a eficacia e competitividade de custos desse processo, visto que apenas um
reduzido nimero de microalgas sdo tolerantes aos altos niveis de SOy e NOx que estdo
presentes nos gases de combustdo. Assim, as propriedades desejaveis das microalgas para
fixacdo desse gas incluem: maior crescimento das espécies a altas taxas de assimilacdo de
COg; alta tolerancia de constituintes vestigiais de gases de combustdo, tais como SOy € NOy;
possibilidade de incremento da biomassa para obtencdo de valiosos subprodutos e co-
produtos, por exemplo, biodiesel e biomassa para bioprodutos; tolerancia a temperatura para
minimizar o custo de resfriamento dos gases de combustdo e ser capaz de crescer em meios
constituidos de 4dguas residuais com inje¢ao de CO, (BRENNAN e OWENDE, 2010; WANG
et al., 2008). Algumas espécies de microalgas que apresentam eficiéncia quanto a remocgao de

CO; sao apresentadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Fixacdo de CO, por diferentes microalgas

Espécies de Microalgas Taxa de fixacio de CO, (g/m’/h)
Chlorogleopsis sp. 0,8-1,9
Chlorella vulgaris 80-260
Euglena gracilis 3.1
Porphyridium sp. 3-18
Spirulina platensis 38,3-60

Fonte: Maity et al., (2014)

As microalgas constituem uma via atoxica para mitigar as emissoes de gases de efeito
estufa, e produzir grandes quantidades de biomassa. Nesse sentido, varios estudos relatam o
poder de assimilacdo dessas espécies, a exemplo de Rodolfi et al., (2009) que afirmam que
para cada 1,8 kg de CO, capturado sdo produzidos 1 kg de biomassa seca de microalgas.
Morais e Costa, (2007) observaram que as espécies de microalgas Scenedesmus obliquus e
Chlorella kessleri sao capazes de crescer em meios contendo até 18% (v/v) de CO,. Enquanto
Chang e Yang, (2003) constataram que certas espécies de Chlorella podem crescer numa
atmosfera contendo CO; a 40% (v/v).

Ao comparar Botryococcus braunii, Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp., sob

condi¢des de mitigagdo de gases de combustdo, Yoo et al., (2010) propds que a espécie
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Scenedesmus sp. apresenta-se como a mais adequada para mitigagdo de CO, devido as altas
taxas de produgdao de biomassa, enquanto Botryococcus braunii e Scenedesmus sp.
apresentaram melhor crescimento quando utilizado gas de combustdo, em compara¢do com o
cultivo com adi¢do de misturas de ar e CO,. O que corrobora com os estudos de Brown,
(1996) que concluiu que diversas microalgas sdo bastante tolerantes a gases de combustao.

O alto custo do processo tecnoldgico e a falta de competitividade econdémica para
producdo de biodiesel de microalgas em relacdo ao diesel de petrdleo sdo os principais
obstaculos para a exploragdo comercial desse biocombustivel (CHISTI, 2008). Nesse sentido,
a biomitigagao das emissdes de CO; nos cultivos de microalgas proporciona uma vertente que
pode ser explorada para reduzir o custo e para permitir a utilizagdo sustentavel de microalgas

como fonte de biocombustiveis, Figura 1.2.

Figura 1.2 — Sistema de producéo de biodiesel de microalga com fixagdo de CO, durante o cultivo
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3.3.2 Potencial tratamento de residuos

Um requisito importante no tratamento de dguas residuais ¢ a remog¢ao de nutrientes e
metais toxicos para enquadramento em limites aceitaveis antes de seu descarte ou reutilizagao.
No entanto, a maior parte dos tratamentos convencionais baseia-se em métodos fisicos e
quimicos. As microalgas tem se mostrado eficazes na remocao de nitrogénio, fosforo, metais

pesados (selénio, cromo, chumbo, entre outros) e metaldides (arsénio), de uma ampla
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variedade de aguas residuais (GATTULLO et al., 2012; CHRISTENSON e SIMS, 2011), o
que possibilita sua utilizacdo em processos de biorremediagao.

Uma variedade de estudos aponta o crescimento de microalgas em residuos agricola,
industrial e esgoto municipal (GAN et al., 2014; GRIFFITHS e HARRISON, 2009). Além de
meios constituidos de efluentes de biodigestores, vinhaga de cana-de-agticar e de manipueira
(RAMIREZ et al, 2014; BORGHETI, 2009; BERTOLDI et al, 2008), residuos proveniente
das atividades agropecuarias (MARKOU, 2016; GAN et al., 2014; RODRIGUES ¢ FILHO,
2004), de industria de lacticinios (LU et al., 2015; WOERTZ et al., 2009), de destilaria
(TRAVIESO et al., 2008), entre outros.

Além disso, estes organismos sdo utilizados como bioindicadores para detec¢do de
nutrientes e substancias toxicas (detergentes, herbicidas, etc.) (LOBO et al. 2004; KIRK e
BEHRENS, 1999; GROBBELAAR, 2004). Sendo utilizados também na remocao de
compostos organicos toxicos, como fenois e clorofenois (DINIS et al. 2004) e na remogao e
recuperacdo de alguns metais pesados.

A ideia do uso de microalgas em processos de biorremediacdo foi inicialmente
proposta por Oswald e Gotaas em 1957, mas ganhou impulso a partir da década de 80. O
cultivo de microalgas em &aguas residuais apresenta, além dos efeitos ambientais positivos,
diversas vantagens, tais como: um tratamento eficaz em termos de custos, baixa exigéncia de
energia, reducao na formagao de outros residuos e producdo de biomassa de microalgas para a
producao de biocombustiveis com custo reduzido (MAITY et al., 2014).

Entre as espécies utilizadas para a remocao do excesso de nutrientes de efluentes,
assim como para a producgdo de biomassa para fins de bioenergia, ou para extragdo comercial,
tém-se as cloroficeas (Chlorella sp., Scenedesmus dimorphus, Dunaliella salina,
Haematococcus pluvialis) e algumas cianobactérias (Spirulina sp., Arthrospira sp.)
(BOROWITZKA, 1999). Essas e outras espécies que foram avaliadas e apresentam potencial

de remogdo de compostos com carater poluidor sdo representadas na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3 - Remogdo de compostos orginicos e inorganicos de aguas residuais por diferentes

espécies de microalgas.

Espécies de Microalgas Compostos removidos
Anabaena, Oscillatoria, . B + 3.
Spirulina, S. platensis NOs’, NO,’, NH, , PO,

Anabaena sp 2,4,6-trinitrotolueno
Chlamydomonas reinhardtii Hg (1), Cd(1I), Pb(II)
Chlorella vulgaris NH,", PO,*, Cd, Zn, P
Scenedesmus rubescens, Chlorella salina Co, Zn, Mn
Coelastrum proboscideum Pb
Ochromonas danica Fendis
Phormidium bigranulatum Pb(II), Cu(II), Cd(II)
Phormidium laminosum Cu(II), Fe(IT), Ni(II), Zn(II)
Spirulina platensis Cr(V])

Fonte: Adaptado de Maity et al., (2014).

Cultivos em grande escala de microalgas podem contribuir de forma significativa na
reducdo da eutrofizacdo resultante da agdo antropica. Charity et al., (2009) cultivaram a
microalga Scenedesmus sp. em efluente de cultivo de peixes visando avaliar a remogao de
nutrientes, crescimento e rendimento de biomassa. Os cultivos foram realizados em tanques
com aeragdo constante e em condi¢des naturais de fotoperiodo e temperatura. As microalgas
removeram 94,44% (23,80 mg L'l) de amonia, 77,54% (7,04 mg L'l) de fosfatos e 35,59%
(26,09 mg L) de matéria organica.

Martinez et al., (2000) obtiveram uma remogao significativa nas concentracdes de
fosforo e nitrogénio de esgoto urbano utilizando a microalga Scenedesmus obliquos. Esta foi
capaz de absorver 98% do fosforo e 100% de nitrogénio amoniacal em cultivo fechado com
agitacdo constante.

Em outro estudo, Chojnacka et al. (2005) observaram que a Spirulina sp. agiu como
um biossorvente, sendo capaz de absorver ions de metais pesados (Cr’", Cd*" e Cu*"). O autor
observou ainda que a biossor¢do pelas microalgas dependia fortemente das condig¢des de
cultivo. Assim, dependendo do tipo e concentragdo de residuo utilizado como meio de cultivo
para producao de microalgas pode-se obter biomassa com distintas composigdes, visto que
esta varia de acordo com a quantidade de nutrientes que sdo disponibilizados para as

microalgas durante seu crescimento.
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3.3.3 Utiliza¢do na alimentacdo humana

Viérias espécies de microalgas sdo cultivadas comercialmente em alguns paises € a
biomassa produzida tem sido utilizada como fonte de produtos para aplicagdao na industria de
alimentos. Segundo Pulz e Gross (2004), o mercado de alimentos funcionais, utilizando
microalgas em massas, paes, iogurtes e bebidas, apresenta rapido desenvolvimento em paises
como Franca, Estados Unidos, China e Tailandia. As principais microalgas cultivadas
comercialmente sao Chlorella e Arthrospira para a adicdo em alimentos naturais, Dunaliella
salina, para a obtencdo de betacaroteno e Haematococcus pluvialis para a obtencdo de
astaxantina (AMBROSI et al., 2008; SILVA, 2008; CHU et al., 2010).

O consumo humano de biomassa de microalgas ¢ restrito a poucas espécies, devido as
estritas normas de seguranca alimentar, a fatores comerciais, a demanda do mercado ¢ a
preparacao especifica. Chlorella, Spirulina e Dunaliella dominam o mercado de microalgas
com aplicacdo alimenticia, sendo a biomassa comercializada na forma de comprimidos ou em
po6 e como aditivos alimentares no mercado de alimentos saudaveis (SPOLAORE et al.,
2006).

A grande maioria das microalgas destaca-se principalmente por apresentarem elevado
valor protéico (50-70%), aminoacidos essenciais, vitaminas, sais minerais, além de pigmentos
(carotenoides, ficocianinas e clorofilas), acidos graxos poliinsaturados, incluindo 6mega-3 e
outros compostos biologicamente ativos (BOROWITZKA, 1999; COLLA et al., 2007).

A Spirulina platensis ¢ uma microalga com composi¢do apropriada para uso como
complemento alimentar, podendo ser empregada no combate a desnutricio (MADHU e
SATYANARAYANA, 2015). Em sua composi¢cdo destacam-se os altos teores de proteinas
(64-74%), acidos graxos poliinsaturados e vitaminas, além de compostos antioxidantes
(PIGNOLET et al., 2013).

Em estudo Figueira et al., (2011) elaborou um pao sem gliten com adi¢do da biomassa
seca da microalga Spirulina platensis, na faixa de 2 a 5%. Foi verificado que a adi¢do de
Spiriulina platensis provocou uma melhoria da qualidade nutricional dos paes, confirmada
pelo aumento significativo de 39,04% do contetido protéico, além de varios aminoacidos
essenciais.

As microalgas também sdo fontes de pigmentos que se constituem como compostos de
alto valor e que podem ser usados como aditivos alimentares em suplementos (SPOLAORE et
al., 2006). Semelhantemente ao que ocorre em outros organismos, cada classe de microalgas

apresenta sua propria combinacdo de pigmentos e, conseqiientemente, coloragdo distinta. Os



30

trés principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa microalgal sdo as clorofilas, os
carotendides e as ficobilinas (KOLLER et al., 2014).

Os carotenodides, pigmentos de grande interesse comercial, funcionam como
fotoprotetores e como pigmentos fotossintéticos secundarios, sendo que cada espécie pode
conter entre 5 e 10 tipos de um universo de aproximadamente 60 diferentes carotenoides
presentes nas células microalgais. Diversas espécies podem acumular grande concentragdo de
betacaroteno, astaxantina ou cantaxantina, por exemplo, os quais tém uma ampla aplicagao

como corantes naturais e como antioxidantes (CHRISTAKI et al., 2013).

3.3.4 Uso em aquicultura e alimenta¢do animal

Na aquicultura, as microalgas sdo empregadas como fonte primaria de alimento para
larvas, juvenis, e até¢ de adultos de moluscos, crustaceos e peixes, bem como do zooplancton,
usado como alimento para crustaceos e peixes (GUEDES e MALCATA, 2012). Outra fungao
das microalgas na aquicultura ¢ proporcionar estabilidade e melhoria da qualidade da agua,
através da absor¢do de produtos nitrogenados toxicos (amoénia e nitrito) (LAVENS e
SORGELOOS, 1996) e combate a bactérias patogénicas pela produgdo de substancias
antibioticas (REITAN et al. 1994). Além de apresentarem grande importancia quanto sua
elevada produgdo de oxigénio e consumo de didxido de carbono (PEREZ-GARCIA et al.,
2011).

Nas ultimas décadas, centenas de espécies de microalgas foram testadas na
alimentacdo direta e indireta como alimento larval para espécies aquaticas e diversos
organismos forrageiros (rotiferos, copépodes e artemia) os quais sdo comumente utilizados
em larviniculturas (COSTA e MORAIS, 2011), entretanto ndo mais do que vinte espécies
tiveram seu uso disseminado na aquicultura.

As espécies de microalgas que atualmente sao apontados como adequadas para a
preparacdo de alimentos para suplementos animais sdo a Chlorella, Scenedesmus e Spirulina
(PULZ e GROSS, 2004).

A Spirulina platensis tem sido utilizada na coloragao de peixes, devido a quantidade
de pigmentos (BAGRE et al., 2012) e na substituicio de componentes importantes na
formulagdo de ragdes para animais (GUROY et al., 2012; AHMADZADENIA et al., 2011;
SIRAKOV et al., 2012), pelo seu alto teor de proteinas, significativa quantidade de acidos
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graxos essenciais, vitaminas, minerais e carboidratos (CHIATTONI et al., 2015) e com a
funcao de atratabilidade (SILVA-NETO, 2010).

Recentes estudos tém sido realizados avaliando a composi¢ao bioquimica de varias
espécies de microalgas que podem ser usadas como suplemento alimentar para animais ou

como alimento primario para gado (HARUN et al,.2010).

3.3.5 Quimica fina e produtos bioativos

Dependendo da espécie de microalga, varios compostos quimicos de alto valor podem
ser extraidos, dentre estes sdo destacados: os metabolitos secundarios como os carotenodides, €
os polissacarideos com diversas atividades bioldgicas dependentes da sua estrutura quimica,
Tabela 1.4. Além desses, merecem destaque os pigmentos, os triglicerideos, acidos graxos
essenciais, as vitaminas, dentre outros, que sdo largamente utilizados, por exemplo, em
produtos farmacéuticos, cosméticos, alimentos funcionais, e etc. (ZHU et al., 2013).

Os metabdlitos secundarios sdo, em geral, os principais componentes com aplicagao
comercial devido as suas propriedades benéficas a satde, fazendo parte muitas vezes da
composi¢ao de alimentos funcionais ou suplementos nutricionais, ou ainda utilizados na
industria cosmética. Os metabolitos secundarios mais abundantes em microalgas sdo os
carotendides, aos quais se atribui o potencial antioxidante destes organismos (CARDOZO et
al., 2007; PLAZA et al., 2008).

Os polissacarideos encontrados em microalgas podem ser armazenados como material
de reserva, e apresentam como principais atividades bioldgicas, as imunomoduladora,
antiviral, antitumoral, antibacteriana e anticoagulante, entre outras (BOHN e BEMILLER,

1995).



Tabela 1.4 - Diferentes espécies de microalgas e suas aplicagdes biotecnologicas, segundo

Espécie
Arthrospira sp.
(Spirulina)

Spirulina platensis

Chlorella vulgaris

Dunaliella salina

Haematococcus pluvialis
Odontella aurita

Porphyridium cruentum

Isochrysis galbana
Phaedactylum
tricornutum

Lyngbya majuscule

Nannochloropsis sp.

Nannochloropsis oculata

Produto

Acido y-linolénico

Biomassa, ficocianina

Biomassa

Carotenoides, B-caroteno

Carotendides, astaxantina

Acidos graxos

Polissacarideo, acido
araquidonico
Acidos graxos

Lipideos, &cidos graxos

Imunomoduladores

Acido eicosapentaendico
(EPA)
Biomassa

Area de aplicaciio
Suplemento alimentar, alimentagdo
para nutriz
Alimento natural, alimenta¢do humana
e animal, suplemento alimentar,
cosméticos
Alimento natural, alimenta¢do humana
e animal, suplemento alimentar,
aquicultura e cosméticos
Alimento natural, alimentacdo humana
e animal, suplemento alimentar,
cosméticos
Produtos farmacéuticos, aditivo
alimentar (corante natural)
Produtos farmacéuticos, cosméticos,
alimentagdo para nutrizes.
Produtos farmacéuticos cosméticos,
alimentagdo animal
Alimentacgdo animal

Alimentac¢ao animal, biocombustivel

Produtos farmacéuticos e alimentagdo
animal

Suplemento nutricional e aquicultura

Alimentac¢do animal, cosméticos

Fonte: Pulz ¢ Gross, (2004); Spolaore et al., (2006).
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As microalgas também sdo fontes primarias de acidos graxos poliinsaturados (PUFA)

que constituem os 6megas de alto valor nutricional utilizados para aplicagdes diversas na

indastria nutracéutica, tais como aditivos para leite de formulagdo infantil, e no

enriquecimento de ovos através da adicdo da biomassa rica em O0mega na ragdo de frangos

(PULZS e GROSS, 2004).

3.4 Biocombustiveis

Nos ultimos anos, o potencial e a perspectiva de desenvolvimento sustentavel de

fontes de energias renovaveis t€m sido extensivamente revisados para se garantir combustivel

no futuro. Os biocombustiveis representam uma alternativa energética promissora, cujo uso

vem crescendo rapidamente, sendo responsavel por mais de 20% da energia primaria mundial
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(EIA, 2010). Por serem renovaveis, biodegradaveis e produzirem menores quantidades de
emissoes de CO, para a atmosfera, tem recebido cada vez mais atengdo (CHISTI, 2007).

De acordo com Barnabe et al., (2013), os biocombustiveis atualmente disponiveis ou
em desenvolvimento sdo divididos em trés ou quatro grupos, designados "geracdes", sendo
portanto, classificados de acordo com sua progressiva introdu¢do no mercado ao longo dos
ultimos 20-30 anos.

Os biocombustiveis de primeira geragdo sdo baseados em matérias-primas que tém
sido tradicionalmente utilizadas como alimento, como o milho ou cana-de-agiicar para
produgdo de etanol e Oleos vegetais comestiveis e gordura animal para a producdo de
biodiesel (BARBNABE et al, 2013). Os biocombustiveis derivados da agricultura
apresentam custos cumulativos muito mais altos se comparados com os dos combustiveis
fosseis, devido a conversao de areas naturais para a producao de matéria prima, por
ocasionarem a fragmentacdo de habitats naturais, extingdes de espécies de seres vivos,
redu¢do da biodiversidade, perda de fertilidade do solo e outros efeitos adversos ao meio
ambiente, além do aumento nos pregos das commodities agricolas, estes sdao alguns dos pontos
quentes em seu debate sobre a sustentabilidade.

Os biocombustiveis de segunda geracdo tém sua matéria-prima proveniente de
biomassa lignoceluldsica, bem como residuos de oleos vegetais e gorduras animais, e
quaisquer materiais organicos residuais, improprios para uso na industria alimenticia ou
florestal (BIERNAT, 2013).

Biocombustiveis de terceira geragao podem ser originados de biomassa cultivada para
este propdsito e que ndo tenha nenhuma competicdo com a producdo de alimentos, a exemplo
das microalgas. O aproveitamento do lixo urbano organico como matéria-prima se enquadra,
também, em algumas defini¢des desta categoria. (MOTA e MONTEIRO, 2013).

Na verdade, os biocombustiveis derivados de microalgas se apresentam atualmente
como um dos campos lider das pesquisas mundiais que podem trazer enormes beneficios para
os seres humanos e principalmente para o meio ambiente.

Quando processadas através de reagdes quimicas ou biologicas, as microalgas podem
fornecer diferentes tipos de biocombustiveis, Tabela 1.5. Estes incluem biodiesel,
biohidrogénio, bioetanol, bioquerosene e biometano. Contudo, o foco atualmente concentra-se
na producdo de biodiesel. A producdo de biohidrogénio também tem se popularizado com o
seu potencial em aplicagdes modernas, como as cé¢lulas a combustivel. Os outros dois, o
bioetanol e o biometano, sdo considerados como parte de processos integrados (ONCEL,

2013).
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Tabela 1.5 — Produtividade de biocombustiveis por diferentes microalgas.

Microalga Biocombustivel Produtividade
Arthrospira maxima Hidrogénio, Biodiesel 40-69%
Chlamydomonas reinhardtii Hidrogénio 2.5mL h'/11,73g/L
Biodiesel, Etanol,

Chlorella Metanol -
Chlorococcum Biodiesel, Etanol, 7,2 g/1-10 g/L
Dunaliella sp. Biodiesel, Etanol,

Haematococcus pluvialis Biodiesel 420 GJ/ha/ano
Neochlorosis oleabundans Biodiesel 56,0g g’
Platymonas subcordiformis Hidrogénio -

Scenedesmus obliquus Metanol, Hidrogénio -

Spirogyra Etanol -

Spirulina platensis Hidrogénio, metano -

Fonte: Adaptada de Maity et al., (2014).

3.4.1 Bioetanol

O bioetanol pode ser produzido a partir de microalgas através da fermentagdo;
bactérias ou leveduras fermentam carboidratos, como a glicose ¢ amido (BRENNAN e
OWENDE 2010, HARUN et al. 2010, SINGH e GU 2010).

Entretanto, a producdo de etanol de microalgas ainda estd sob investigacdo e esta
tecnologia ainda ndo tem sido comercializada, visto que o processo de obtencdo de etanol a
partir de microalgas ¢ o mesmo utilizado quando da obtengao de etanol a partir de biomassas
amilaceas e celuldsicas e a obtengdo da biomassa de microalgas ainda ¢ um processo
economicamente invidvel. Além disso, antes da fermentagdo, deve ocorrer um rompimento
celular, pois assim tanto os carboidratos presentes na membrana celular € no meio intracelular
(armazenados no cloroplasto, por exemplo) estardo disponiveis para a fermentagao,
aumentando o rendimento (HARUN et al., 2009).

Microalgas como Chlorella vulgaris constituem boa fonte de etanol devido ao seu
elevado teor de amido (cerca de 37% em peso seco), e para os quais até ja foi constatada
eficiéncia de 65% de conversdo (HIRANO et al., 1997). C. littorale produziu 450 mmol de
etanol por grama de biomassa de algas durante a fermentacao a 30 °C (UENO et al., 1998). A
fermentagdo de Spirogyra produziu uma média de 14-17% de bioetanol (DAVILA-
VAZQUEZ et al., 2008)

Recentemente, a Algenol, empresa que utiliza engenharia genética, registrou patente

(US6699696 B2) para producdo de bioetanol a partir da fermentagdo intracelular do piruvato



35

em uma cianobactéria (http://algenol.com), onde o etanol ¢ excretado pela célula para o meio

de cultivo. O que aponta que ja sdo grandes os avangos para viabilizacdo do bioetanol através

das microalgas.

3.4.2 Biohidrogénio

Microalgas também vém chamando aten¢do para seu uso como fonte de producao de
biohidrogénio, que atualmente se constitui como uma importante fonte de energia do futuro
(SKJANES et al., 2013; SAKURAI et al., 2007; TAMAGNINI et al., 2007).

A produgao do biohidrogénio a partir de microalgas ¢ realizada pelo uso de sistemas
fotobiologicos em fotobiorreatores com condi¢des de cultivo (concentragdo de CO, e O,
dissolvido, pH, nitrogénio, temperatura, luz e agita¢cdo) controladas para favorecer a producao
do hidrogénio pelas células.

Melis e Happe, (2001) descobriram que utilizando o processo da fotossintese em duas
fases, a produgdo de H, por cloroficeas atingiria um rendimento maximo tedrico de

hidrogénio cerca de 198 kg ha™' dia™.

3.4.3 Biometano

O processo tecnologico para a obtencdo de metano através de microalgas tem recebido
considerada aten¢do por esta produzir compostos de valor agregado no mercado, como o
biogas, por exemplo, que consiste principalmente de uma mistura de metano (55-75%) e CO;
(25-45%) produzidos por microrganismos durante a digestdo anaerobica. O metano da
digestdo anaerobica pode ser utilizado como géas combustivel e também ser convertido para a
geracdo de eletricidade. J4 o CO; proveniente da digestdo anaerdbia e da queima do metano
poderia ser utilizado para o cultivo das microalgas (MORAIS e COSTA 2007; WANG et al.
2008).

A biomassa residual do processo de anaerobiose pode também ser reprocessada para
produgdo de fertilizante. O que agrega alto valor, pois além de ser renovavel e sustentavel,
haveria o estimulo as praticas agricolas sustentaveis e reduziria os custos da producdo das

microalgas.



36

O baixo teor de lignina e celulose presente nas microalgas proporciona ao processo
boa estabilidade e alta eficiéncia na conversdo a biogds (BRENNAN e OWENDE 2010,
HARUN et al., 2010, SINGH e GU 2010).

3.4.4 Biodiesel

Tecnicamente o biodiesel ¢ um combustivel alternativo constituidos por
monoalquilésteres de acidos graxos produzidos comercialmente a partir de algumas fontes
oleaginosas vegetais comuns incluindo soja, girassol, algodao, cartamo, colza, palma, dentre
outros. Contudo, devido a crescente desaprovagdo publica sobre o uso de culturas alimentares
para a producdo de combustivel, os pesquisadores voltaram sua atengdo para substitutos
alternativos ndo relacionados com a alimentacdo, como as microalgas (KNOTHE, 2010;
AIKINS et al., 2010).

O potencial de producdo de biodiesel a partir de microalgas ¢ bastante promissor.
Visto que sua produgdo lipidica pode chegar até 75-80% da biomassa seca, dependendo da
espécie e estado fisiologico em que esta se encontra. Além disso, varias outras vantagens
justificam o uso das microalgas na producao de biodiesel, tais como a elevada produtividade
em lipideos por area cultivada, quando comparadas com culturas oleaginosas; crescimento em
ambientes indspitos, os quais ndo sdo agriculturdveis; utilizacdo de fontes de nutrientes, tais
como nitrogénio e fosforo, de uma variedade de fontes de aguas residuais, produgdo de co-
produtos de elevado valor agregado; crescimento em fotobiorreatores durante todo o ano (HU
et al., 2008; WIJFFELS e BARBOSA, 2010; SCOTT et al., 2010).Tais vantagens estdo
apresentadas na Figura 1.3, que engloba o processo produtivo do biodiesel, e outros

biocombustiveis e produtos potenciais que se agregam a produ¢ao do biodiesel.
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Figura 1.3 — Cadeia produtiva do biodiesel ¢ de outros produtos de microalga.
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Muitas espécies de microalgas podem ser induzidas para acumular quantidades
substanciais de lipideos (NEGI et al., 2016), contribuindo assim para um alto rendimento de
6leo. O teor médio de lipideos na biomassa microalgal varia de 1 a 70%, mas sob certas
condi¢des algumas espécies podem atingir até 90% do peso seco (LI et al., 2008; CHISTI,
2007).

A Tabela 1.6 apresenta as variagdes no conteudo lipidico e de produtividade de
biomassa de diferentes espécies de microalgas marinhas e de 4gua doce.

E possivel observar que o teor de 6leo em microalgas pode chegar a 75% em peso de
biomassa seca, a exemplo da Botryococcus braunii. A maioria das microalgas (Chlorella,
Crypthecodinium, Cylindrotheca, Dunaliella, Isochrysis, Nannochloris, Neochloris,
Nitzschia, Phaeodactylum, Porphyridium, Schizochytrium, Tetraselmis) tem niveis de o6leo
entre 20 e 50%. Contudo maiores valores de produtividade podem ser alcancadas quando

utilizados cultivos com fatores limitantes de nutrientes.
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Tabela 1.6 — Produtividade lipidica de diferentes espécies de microalgas.

Microalga % Lipideo Produtividade Lipidica

(mg/L/d)
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 ND
Botryococcus braunii 25,0-75,0 ND
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8
Chaetoceros calcitrans 14,6-16,4/39,8 17,6
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0
Chlorella protothecoides 14,6-57,8 1214
Chlorella vulgaris 5,0-58.,0 11,2-40,0
Chlorella sp. 10,0-48,0 42,1
Dunaliella salina 6,0-25,0 116,0
Isochrysis galbana 7,0—40,0 -
Nannochloris sp. 20,0-56,0 60,9-76,5
Nitzschia sp. 16,0-47,0 ND
Oocystis pusilla 10,5 ND
Pavilova salina 30,9 ND
Phaeodactylum tricornutum 18,0-57,0 448
Scenedesmus obliquus 11,0-55,0 ND
Scenedesmus sp. 19,6-21,1 40,8-53,9
Skeletonema costatum 13,5-51,3 17,4
Spirulina platensis 4,0-16,6 ND
Spirulina maxima 4,0-9,0 ND
Thalassiosira pseudonana 20,6 17,4
Tetraselmis sp. 12,6-14,7 434

Fonte: Adaptado de Mata et al., (2010)

Virias espécies podem se apresentar como viaveis para producdao do biodiesel. No
entanto, além da eficiéncia e produtividade, a selecdo das espécies deve levar em conta fatores
como, a capacidade das microalgas se desenvolverem utilizando os nutrientes disponiveis sob
condigdes especificas ou sob condigdes ambientais. E também quanto a composi¢ao de acidos
graxos, pois estes podem ter um efeito significativo sobre as caracteristicas do biodiesel
produzido.

As microalgas apresentam composicdo similar as oleaginosas convencionais,
apresentando basicamente acidos graxos saturados e insaturados com cadeias variando entre
12-22 carbonos, alguns deles das familias ®-3 e ®-6. Thomas et al., (1984) analisaram as
composigdes de acidos graxos de sete espécies de microalgas de agua doce e observaram que
todas sintetizavam C14:0, C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3, variando apenas a concentracao de
cada 4cido para cada grupo de espécies. Diferentes fatores nutricionais e ambientais, além das
diferentes fases de crescimento das microalgas podem afetar a composi¢cdo de acidos graxos.
Por exemplo, a privagdo de nitrogénio e estresse salino induziu a acumulagao de C18:1 em

todas as espécies tratadas e, até certo ponto a acumulacdo de C20: 5 em B. braunii. Outros
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autores também relataram uma diferenciacdo entre a composi¢ao de acidos graxos de varias
espécies de algas (MATA et al., 2010).
Embora o rendimento de o6leo de microalgas seja dependente da espécie, este

geralmente ¢ elevado quando comparado a culturas vegetais, tal como mostrado na Figura 1.4.
Figura 1.4 — Taxa de produgéo de biodiesel de microalga e outras matérias-primas.

1%

e\ iz
N

1.5%

1% ,3./'

Microalga
Soja
Colza/canola
Pinh#&o Manso
Coco

Oleo de Palma
Milho
Amedoim
Abacate

Fonte: Maity et al., (2014).

3.5 Producao de biodiesel de microalgas

Atualmente, as microalgas sdo vistas como matéria-prima alternativa para produgado de
biodiesel, sendo alvo de um grande numero de investimentos de organizagdes publicas e
privadas que objetivam utilizar tecnologias mais eficazes e baratas para produzir grandes
quantidades de 6leo. Embora o biodiesel de microalgas ndo seja rentdvel ainda para competir
com o diesel fossil, investigacdes estdo sendo feitas para transforma-lo em um produto
economicamente vidvel. E a principal rota de investigacdo ¢ a producao do biodiesel, que
consiste na separagdo e secagem da biomassa, extragdo do 6leo e/ou processo de sintese do

biodiesel.
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3.5.1 Separag¢do da microalga

Apo6s o cultivo, seja em fotobiorreatores ou em sistemas raceways, a biomassa de
microalgas deve ser separada do meio de cultura para que seja aproveitada. O método
adequado para a remog¢do de elevadas quantidades de 4gua e o processamento de grandes
volumes de biomassa de microalgas pode envolver uma ou mais etapas, e podem ser
utilizados diferentes métodos fisicos, quimicos e bioldgicos para executar a separacao solido-
liquida desejada, visto que dependendo do processo podem ser introduzidas substancias que
limitam o desencadeamento da obtencdo do produto esperado (BRENNAN ¢ OWENDE
2010, MATA et al. 2010). Os métodos de coleta comumente utilizados incluem a
sedimentacdo, centrifugagao, filtragdo, ultra-filtracao, as vezes com uma etapa adicional de
floculagdo ou uma combinagao de flotagdo com floculacio (WANG et al., 2008). Meios de
cultura sdo geralmente diluidos, com isso, a recuperacdo da biomassa do meio tem sido
responsavel por contribuir com 20-30% do total de gastos para a producdo de biomassa
(MILLEDGE e HEAVEN, 2013; GRIMA et al., 2003).

Nesse sentido, a literatura vem reportando o uso de biofloculantes como etapa
intermediaria no processo de separacdo da biomassa, com o proposito de reduzir o
dispendioso processo de centrifugagcdo. Teixeira et al., (2012), por exemplo, utilizaram
sementes de Moringa Oleifera como agente floculante de Chlorella vulgaris, obtendo 89% de
floculagdao em apenas 120 minutos.

A selecao de espécies que sao facilmente colhidas viabiliza o processo de producao do

biodiesel e de outros produtos de interesse.

3.5.2 Secagem da biomassa microalgal

A etapa de secagem ¢ extremamente importante, visto que elementos intracelulares
tais como Oleos sdo dificeis de serem extraidos da biomassa umida através do uso de
solventes, sem uma ruptura prévia da célula. Sendo este extraido com melhores resultados de
biomassa liofilizada (MOLINA et al., 2003).

A biomassa umida obtida apds o processo de separacdo ¢ perecivel e deve ser
processado rapidamente apos a colheita; desidratagdo ou secagem sao comumente utilizadas
para esta finalidade, dependendo do produto final desejado. Varios métodos de secagem da

biomassa ja& foram testados, dentre estes se destacam a secagem ao sol, com spray-drying
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(pulverizacdo da amostra em uma camara submetida a uma corrente de ar quente), tambor de
secagem (drum-drying) (transferéncia de calor para a amostra através das paredes internas do
cilindro do tambor), liofilizagdo (congelamento da amostra e remocao da umidade por
sublimacao), secagem por atomizagao, por leito fluidizado, dentre outras (CARDOSO et al.,
2011).

A secagem ao sol ¢ o método mais barato de desidratacdo. Mas, apresenta
desvantagens quanto ao tempo de secagem, exigéncia de grandes superficies para secagem, €
o risco de perda de material (PRAKASH et al., 1997). A atomizagao ¢ comumente usada para
a extracdo de produtos de alto valor, mas ¢ relativamente cara e pode causar uma deterioracao
significativa em alguns pigmentos (DESMORIEUX e DECAEN, 2006). A liofilizagdo ¢ uma
das técnicas mais utilizadas, mas também se constitui como um processo caro, para operagoes

em grande escala. Entretanto, seu processo propicia facilitagao na extracao de oleos.

3.5.3 Extragdo do oleo de microalgas

Apobs a secagem, ou em alguns casos utilizando biomassa umida, segue-se para a
ruptura celular das células de microalgas para a liberagao dos metabdlitos de interesse. Varios
métodos de extracdo podem ser usados dependendo da parede da microalga e, sobretudo da
natureza do produto a ser obtido. A extracdo pode ocorrer por ac¢do mecanica
(homogeneizadores, moinhos, ultrassom, autoclave e pulverizacdo) ou agdo ndo-mecanica
(congelamento, solventes organicos, choque osmotico, hidrdlise acida, basica e reagdes
enzimaticas), ou ainda a combinagdo de ambas as técnicas visando uma extragao eficiente,
além da extragdo por didoxido de carbono supercritico (SHOW et al., 2015; APARIA et al.,
2015).

Idealmente, uma tecnologia de extragdo de lipideos para produgao de biodiesel de
microalgas tem de exibir um nivel elevado de especificidade para triacilglicerideos, a fim de
minimizar a co-extra¢do de ndo-lipideos contaminantes, ou outras fragdes de lipideos que nao
sdo tao facilmente convertidos em biodiesel (RAMLUCKAN et al., 2014; KIM et al., 2013).

A extragdo usando solventes organicos apresenta-se como o método mais utilizado. O
solvente selecionado teve ter como base a seletividade e eficiéncia na quebra entre as ligagdes
dos lipideos com as outras organelas das células que apresentam tanto interacdes de van der

Waals quanto ligagdes covalentes e de hidrogénio. Assim, utiliza-se na extracdo, solventes
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organicos polares e apolares para assegurar uma extracdo completa dos lipideos das
microalgas (HALIM et al., 2012).

Métodos gravimétricos baseados na extragdo com hexano em Soxhlet ou no método de
Bligh e Dyer (extragdo com mistura clororformio/metanol) sdo comumente empregados para
extragdode lipideos totais. Contudo, estes apresentam diferentes respostas dependendo do tipo
de parede celular constituinte da espécie trabalhada. Além destes, existe uma variedade de
solventes que foram testados para essa finalidade com resultados satisfatorios (HALIM et al.,
2012). Os utilizados comumente sao o hexano, cloroférmio, éter de petroleo, metanol, etanol,
isopropanol, diclorometano e a mistura destes.

De forma geral, apds a extracdo sdo obtidos os lipideos totais, que compreendem
acidos graxos, hidrocarbonetos, esteroides, acilglicerois, pigmentos e os glico- e
fosfolipideos. Os lipideos neutros, que sdo a fracdo conversivel em biodiesel, sdo obtidos pela
redissolu¢do dos lipideos totais em hexano, seguida da filtragdo em carvao ativado para
remog¢ao de pigmentos (KROHN et al., 2011).

Tém sido realizados estudos com o emprego de extracdo assistida por ultrassom ou
micro-ondas, buscando-se o maximo de remogado dos lipideos (RANJAN et al., 2010). Santos
et al,, (2015) compararam diferentes métodos de extracdo de lipideos na biomassa de
Chlorella vulgaris. Utilizando como solventes: etanol, hexano e misturas de cloroférmio:
metanol e distintos mecanismos de ruptura celular, tais como, o uso de homogeneizador
Potter e ultrassom. Os mesmos observaram que entre os métodos testados, a mistura
cloroféormio: metanol (2:1) assistida por ultrassom foi o mais eficiente, extraindo cerca de
19% do total de lipideos, das quais 55% eram triglicéridos.

Balasubramanian e colaboradores, (2011) realizaram comparacdes entre extragdes
utilizando hexano como solvente extrator, com e sem irradiacdo de micro-ondas. Segundo os
autores, a extracao assistida por micro-ondas possibilitou uma maior recuperagao de lipideos,
com uma maior propor¢do de acidos graxos poliinsaturados. Foram também realizadas
comparagdes entre métodos de rompimento celular, incluindo, além de micro-ondas e
ultrassom, a moagem com nitrogénio liquido e lise enzimatica. Os resultados apontaram uma
melhor eficiéncia para a moagem com nitrogénio, seguida da lise enzimatica. Uma avaliagao
quanto a viabilidade economica deve, contudo, ser realizada, principalmente no que diz
respeito a obtencao das enzimas (ZHENG et al., 2011).

Um método bastante inovador ¢ a extracdo por fluido supercritico, onde o gés
carbonico sofre pressao e aquecimento, adquirindo ambas as propriedades de liquido e gas.

Este fluido liquefeito atua como solvente, extraindo o d6leo da biomassa microalgal. Neste
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processo € possivel capturar mais energia da célula lipidica, favorecendo a conversdo, sendo
substancialmente melhor quando comparado ao processo convencional (MORIOKA et al.,
2014).Uma restricao ao uso do CO;, supercritico ¢ que a amostra deve estar completamente
seca, pois a umidade pode servir como barreira a difusdo do CO,, além do custo operacional
para cultivos em larga escala (MERCER e ARMENTA, 2011).

Estimativas mais rapidas para quantificagdo de lipideos neutros intracelulares in vivo
podem ser obtidas por citometria em fluxo, utilizando o corante vermelho do Nilo (CHEN et
al., 2013). Esta técnica baseia-se na medida da fluorescéncia do corante dissolvido em
lipideos neutros e da fluorescéncia da clorofila, com picos de emissdo em 570 e 675 nm,
respectivamente. Por se tratar de um método rapido e menos laborioso, tem sido muito
empregado para selecdo de espécies de algas de alta produtividade em triacilglicerdis

(MONTERO et al., 2011).

3.6 Sintese e qualidade do biodiesel de microalgas

A producao de biodiesel proveniente de 6leo de microalgas ocorre em sua grande
maioria a partir processo de transesterificacdo. Esse processo pode ocorrer via agdo de
catalisadores, ou em condi¢des supercriticas, com ou sem a presenca dos catalisadores
(SHARMA e SINGH, 2009). A utiliza¢ao de catalisadores homogéneos (KOH, NaOH) que ¢
utilizado na transesterificacao de dleos convencionais apresenta a desvantagem de que a dgua
deve ser totalmente eliminada das etapas anteriores para que nao ocorra reagdes paralelas,
como a saponifica¢cdo e diminui¢do do rendimento final do processo (JOTHIRAMALINGAM
e WANG, 2009). Sendo que a transesterificacdo com catalisador acido pode ser uma
alternativa viavel por este ndo apresentar sensibilidade aos acidos graxos livres.

A transesterificagdo enzimatica catalisada por lipase ¢ outra alternativa, pois esta
também ndo apresenta tal desvantagem além de ocorrer em condi¢des suaves, o que pode
também reduzir os custos operacionais (FJERBAEK et al., 2009). Alternativas adicionais
podem ser a esterificacdo seguida de transesterificacdo, hidroesterificagdo, ou, ainda, a
realiza¢do da transesterificagdo in situ. Este ultimo processo facilita a conversdo de acidos
graxos para alquil ésteres diretamente no interior da biomassa, eliminando a etapa de extragao
com solvente. A alcéolise do oleo diretamente na matriz da biomassa conduz a um

rendimento em biodiesel maior do que a extracdo convencional e a geracdo de residuos ¢
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reduzida (AMARO et al.,, 2011). Estes processos podem ser conduzidos ainda com a
aplicacdo de ultrassom ou micro-ondas.

A transesterificagdo também pode ser conduzida na auséncia de catalisador, usando
condig¢des supercriticas de alcool. Este processo, no entanto, apesar de conduzir a um menor
tempo de reagdo e reduzir significativamente os processos de separagcdo e purificacdo dos
produtos, requer altas temperaturas e pressdo, onerando em termos materiais € energéticos
(DEMIRBAS, 2002).

A hidroesterificagdo se compde como uma alternativa ao processo convencional de
transesterificagdo, por ndo requerer tanta seletividade na escolha da matéria-prima. Podendo
ser empregada fontes graxas com alto teor de d4gua, como biomassa imida de microalgas, e/ou
elevada acidez (ARCEOQO, 2012). Segundo Bueno (2007), o processo consiste numa reagao de
hidrolise que converte triglicerideos em acidos graxos livres, mono e diglicerideos, e glicerol.
Sendo o glicerol removido ao final deste processo, evitando interagdo com o alcool ou com o
biodiesel. Seguidamente tem-se a etapa da esterificagdo dos acidos graxos com metanol ou
etanol, gerando biodiesel (produto) e agua (subproduto).

Viérios estudos demonstram a capacidade de transformacao do 6leo de microalga em
biodiesel por diversas rotas de sintese, pois esse campo ¢ bastante recente e carece de
desenvolvimento de metodologias que propiciem rendimentos satisfatorios para que a
produgdo de biodiesel de microalgas seja concretizada e economicamente viavel.

Xu e colaboradores (2006) avaliaram a espécie Chlorella protothecoides, quanto ao
seu potencial de produgao de biodiesel utilizando transesterificagdo por catalise dcida. Foram
determinadas algumas propriedades do biodiesel e estas foram comparadas com a Resolugao
vigente da ANP. Observou-se que houve uma conversdo satisfatoria do 6leo em biodiesel e
que este se enquadrou em todos os parametros avaliados.

Umdu e colaboradores (2009) realizaram a produgao de biodiesel a partir da microalga
Nannochloropsis oculata. A transesterificacdo ocorreu via catalitica (Al,0O3, CaO e MgO) e a
mistura de 6xidos mostrou alta atividade na conversdo de ésteres, obtendo-se um rendimento
de biodiesel em torno de 97%. Aliado a isso, o catalisador utilizado na reagdo de
transesterificacdo pode ser empregado por mais duas vezes, tornando o processo
economicamente rentavel.

Visando superar as limitagcdes da etapa de extracdo do 6leo de microalgas, Johnson e
Wen, (2009) avaliaram o potencial de producdo de biodiesel a partir da Schizochytrium
limacinum através da transesterificacao in situ da biomassa algal utilizando como solventes,

cloroférmio, hexano ou éter de petrdleo. Produziu-se biodiesel através de dois métodos:
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extragdo do 6leo das células de microalgas, seguida por transesterificagdo, e transesterificacao
direta (in situ) da biomassa microalgal. Os autores obtiveram o maior rendimento em
biodiesel, quando utilizaram a transesterificagdo direta. Os principais ésteres metilicos de
acidos graxos contidos no biodiesel foram ésteres de acido miristico (C14:0), acido palmitico
(C16:0), acido docosa-pentaendico (C22:5) e acido docosa-hexaenoico (C22:6). E apenas os
valores para agua e sedimentos e o teor de enxofre se enquadraram na norma, em relacao aos
parametros avaliados.

A transesterificacao in situ em duas etapas para a produgdo de biodiesel também foi
avaliada por Xu e Mi, (2011) a partir da biomassa seca de Spirulina, usando-se cossolvente:
tolueno, diclorometano e dietiléter, bem como as combinagdes destes. Dentre as opg¢des
avaliadas, o sistema tolueno: metanol na propor¢ao 2:1 apresentou a uma maior eficiéncia,
com rendimento em biodiesel de 76% no primeiro ciclo de transesterificagao in situ € 10% no
segundo ciclo.

Além disso, deve ser dado destaque para a utilizagdo de técnicas assistidas por
ultrassom, que através do efeito da cavitacdo podem promover reagdes eficientes, como no
caso da obtencao de biodiesel por transesterificagdo in situ derivado da Chlorella vulgaris. No
experimento foi empregada uma sonda de ultrassom de 500 W, proporcionando a obtengdo
direta do biodiesel. O percentual de ésteres obtido foi de 60% (HOBBUS et al., 2011).

Diante do exposto o biodiesel de microalgas tende a se tornar uma alternativa
promissora apropriada para substituir os combustiveis fosseis, contudo € necessario avaliar a
qualidade final do biodiesel produzido, para que este esteja apto para inser¢ao no mercado. A
Tabela 1.7 apresenta uma comparacdo entre os parametros fisico-quimicos do biodiesel obtido
a partir de microalgas com as propriedades do dleo diesel. As propriedades foram avaliadas de
acordo com as normas estabelecidas pela American Society for Testing and Materials
(ASTM). Como pode ser observado, o biodiesel obtido de microalgas apresentou

caracteristicas semelhantes as do diesel.
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Tabela 1.7 — Propriedades do biodiesel obtido de microalgas em comparagdo com as do 6leo diesel e

especificagdes da ASTM.
. Biodiesel de . . Normas
Propriedades microalgas Oleo diesel ASTM
Densidade (kg/L) 0,864 0,838 0,84-0,90
Viscosidade (mmz/s, 59 1.9-4.1 3.5.5.0
40 OC) b b b b b
Ponto de fulgor (°C) 115 75 Min 100
Ponto de(i()c‘l:;dlﬁcagao 12 250-10 i
Acidez (mg KOH/g) 0,374 max 0,5 max 0,5
Poder calorifico (J/kg) 41 40-45 -

Fonte: Adaptado de Johnson ¢ Wen, (2009).

Johnson e Wen, (2009) avaliaram parametros como glicerol livre, nimero de acidez,
conteudo saponificavel, viscosidade, material particulado, dentre outros, no biodiesel obtido a
partir do 6leo da microalga Schizochytrium limanicum. A partir desta avaliagdo, os autores
enfatizaram que a biomassa microalgal ndo s6 ¢ uma fonte sustentavel do ponto de vista
socio-econdmico para a producdo de biodiesel, como também o produto obtido possui as

caracteristicas fisico-quimicas apropriadas para utilizacdo como fonte de bioenergia.
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BIOPROSPECCAO EM ALGUMAS ESPECIES DE MICROALGAS DO NORDESTE
DO BRASIL EM RELACAO AO SEU USO POTENCIAL PARA PRODUCAO DE
BIODIESEL*

RESUMO

Microalgas tem sido objeto de diversos estudos recentes destinados a producao de biodiesel.
No entanto, estas culturas serdo apenas competitivamente viaveis para tal finalidade se as
espécies utilizadas como matéria-prima apresentarem elevadas produtividades de biomassa e
de ésteres. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes espécies de microalgas
isoladas de ambientes marinhos e de 4gua doce da regido nordeste do Brasil, em relacdo a sua
capacidade de producdo de biomassa e de acumulagdo de ésteres. A pesquisa também teve a
intencdo de caracterizar as mudancgas no perfil de acidos graxos de cada espécie e sua
influéncia sobre as propriedades do biodiesel produzido. As espécies isoladas foram mantidas
em camara de cultura climatizada e fotoperiodo de 12 horas. O desenvolvimento das culturas
foi acompanhado por contagem de células e por andlises de fluorescéncia “in vivo”. As
culturas foram interrompidas na fase estacionaria e a biomassa produzida foi centrifugada e
liofilizada. O total de ésteres e a composi¢ao de acidos graxos foram determinados por GC-
MS. Os resultados mostraram um uso potencial para a produgao de biodiesel em Pediastrum
tetras, Scenedesmus acuminatus, Chlamydomonas sp., Lagerheimia longiseta, Amphora sp.,
Monoraphidium contortum, Chlorella sp. e Cosmarium sp . Estas espécies mostraram uma
elevada produtividade em biomassa (0,28 a 0,95 g L' d') e conteudos em ésteres mais

elevados do que a soja (de 229,6 a 584,9 mg g™).

Palavras-chave: Biocombustiveis, micro-organismos fotossintetizantes, perfil de FAME.

* Artigo publicado na Revista de Quimica Industrial, v.752, p.67-77, 2016.
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1. INTRODUCAO

O potencial e a perspectiva de desenvolvimento sustentavel de fontes de energias
renovaveis tém recebido grande atencdo nos ultimos anos visando garantir combustivel no
futuro (SINGH, NIGAM e MURPHY, 2011). Os biocombustiveis representam uma
alternativa energética promissora por serem renovaveis e biodegradaveis, e emitirem menores
quantidades de CO, para a atmosfera (CHISTI, 2007).

Quando derivados de microalgas, os biocombustiveis apresentam-se como lider no
campo das pesquisas mundiais, uma vez que geram beneficios aos seres humanos e,
principalmente, a0 meio ambiente.

Uma vez processada através de reagdes quimicas ou bioldgicas, a biomassa das
microalgas pode fornecer diferentes tipos de biocombustiveis: biodiesel, biohidrogénio,
bioetanol, bioquerosene e biometano (DEMIRBAS, 2011). Todavia, atualmente o foco tem se
concentrado na produgdo de biodiesel. O biohidrogénio também tem se popularizado com o
seu potencial em aplicagdes modernas, como as células de combustivel, enquanto o bioetanol
e o0 biometano sao considerados como parte de processos integrados (ONCEL, 2013).

Muitas vantagens justificam o uso das microalgas como promissoras para producgdo de
biodiesel: a sua producao lipidica pode chegar até 70% da biomassa seca, dependendo da
espécie e estado fisiologico em que esta se encontra (PRAGYA, PANDEY e SAHOO, 2013);
a produtividade em lipideos por area cultivada ¢ elevada quando comparada com culturas
oleaginosas; produzem co-produtos de alto valor agregado; para o cultivo podem ser usadas
fontes de nutrientes, tais como nitrogénio e fosforo, de uma variedade de aguas residuais, bem
como podem ser cultivadas em locais indspitos, cujo solo ndo é favoravel a pratica agricola
convencional, através da implanta¢ao de fotobiorreatores, que possibilitam ciclos continuos
de produgdo durante todo o ano (HU et al.,, 2008; SCOTT et al.,, 2010; WIJFFELS e
BARBOSA, 2010). Entretanto, o biodiesel de microalgas ainda ndo ¢ rentdvel a ponto de
competir com o diesel fossil, o que tem despertado uma gama de investigacdes para
transformd-lo em um produto economicamente viavel (BEHZADI e FARID, 2007;
DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2011).

A selegdo de espécies de alto potencial biotecnoldgico ¢ um aspecto importante a ser
considerado, uma vez que pode levar a redu¢do de custos no processo produtivo. Para ser
competitiva como fonte de matéria-prima para produg¢do de biocombustivel, a espécie
utilizada deve apresentar elevada eficiéncia fotossintética e produtividade lipidica acentuada,

além de ter composicdo quimica adequada que proporcione um combustivel de qualidade (JI
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et al., 2013). Tais fatores convergem para a necessidade de bioprospec¢do de espécies de
microalgas, principalmente as regionais, j4& que a grande maioria destas ainda permanece
quimica e metabolicamente inexplorada (SHEEHAN et al., 1998). O presente estudo teve o
proposito de avaliar cepas de microalgas isoladas da regidao Nordeste do Brasil quanto ao seu
potencial para producdo de biodiesel, levando em considera¢do suas taxas de crescimento

celular e sua composi¢ao em ésteres metilicos de acidos graxos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e isolamento das cepas de microalgas

Amostras de adgua de diferentes ambientes lacustres dos estados da Paraiba, Rio
Grande do Norte, Ceara e Bahia foram coletadas em frascos de vidro e garrafas PET e
transportadas em condi¢des herméticas ao Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia
com Microalgas (LARBIM/UFPB), onde aliquotas das amostras foram transferidas para
baldes de 250 mL contendo os meios de cultura WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972),
Zarrouk (ZARROUK, 1966) e Conway (WALNE, 1970) e mantidos numa camara de cultivo
a 25 °C (£1 °C) dotada de sistema de iluminacao, com fotoperiodo de 12 horas.

A partir da observacdo do crescimento celular procedeu-se o isolamento em
microscopio binocular usando micropipetas capilares (LOURENCO, 2006). Quando
constatada a obtencao de culturas unialgais, estas foram codificadas e incorporadas ao Banco
de Cultura de Microalgas do LARBIM/UFPB.

A identificacdo das espécies cultivadas foi feita com base em suas caracteristicas
morfologicas utilizando critérios diacriticos (HINDAK, 1990), a partir de observagodes
efetuadas em microscopio Leica em varios aumentos. Foram utilizadas chaves dicotdmicas
constantes em manuais tradicionais de ficologia (GEITLER, 1932; KOMAREK ¢
ANAGNOSTIDIS, 2005) e dados publicados em artigos cientificos e em sites especificos. No
processo de identificagdo também foram utilizados manuais tradicionais de ficologia a
exemplo dos trabalhos de Bicudo e Menezes (2006); Sant’anna et al. (2006); Bellinger e Sigee
(2010); e Franceschini et al. (2009).
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2.2 Cultivo e producio de biomassa

As cepas oriundas do banco de cultura foram inoculadas em baldes de 6L contendo SL
de meio de cultivo sintético, com densidade celular inicial entre 5.10° células mL"' e 10*
células mL"'. Os experimentos foram desenvolvidos em sala climatizada a 25 °C + 1 °C
dotada de sistema de iluminagio de aproximadamente 150 pmol fotons m™ s, fornecida por
lampadas fluorescentes de 40 W, com fotoperiodo de 12h e aeragdo constante fornecida por
um minicompressor de membrana RESUN AOC2. Todos os cultivos foram realizados em
triplicata.

Os experimentos foram acompanhados por meio de contagem celular em cémara
Sedgewick-Rafter para as células filamentosas e em camara de Fuchs-Rosenthal para as
demais, e por medidas de fluorescéncia in vivo em fluordmetro Turner Design 10005R para a
obtencao das curvas de crescimento, sendo interrompidos no inicio da fase estaciondria.

A velocidade de crescimento (k), que representa o nimero de divisdes celulares da
populagdao em estudo por unidade de tempo (dia), foi determinada através da equacao citada

em Fogg e Thake (1987).

3,322 N
k = xlog =2
T,-Ty Ny

Eq.1

Em que, T; e T, compreendem o inicio e o final da fase exponencial de crescimento; N; e N,

referem-se a densidade celular inicial e final dessa fase, respectivamente.

Ao término de cada experimento a biomassa microalgal foi concentrada por
centrifugacdo, em centrifuga refrigerada (NT 825) a 18°C, e 3500 r.p.m, congelada em
Ultrafreezer (Terroni®) a -30 °C, seca em liofilizador (Terroni® LD1500) e mantida sob

refrigeragdo para posteriores andlises.

2.3 Analise cromatografica dos acidos graxos

A conversao e a analise do perfil de ésteres metilicos de 4cidos graxos (FAME:s: Fatty
Acid Methyl Esters) foram obtidos segundo o procedimento de transesterificagdao direta da
biomassa microalgal, adaptado de Menezes et al., (2013). Essas analises foram efetuadas no
Laboratorio de Métodos de Extracdo e Separacdo (LAMES) da Universidade Federal de
Goias, pela equipe do Prof. Dr. Nelson Antoniosi Filho.
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Os ésteres metilicos foram identificados via cromatografia em fase gasosa usando um
cromatografo a gas Agilent 7890, equipado com detector FID e injetor split/splitless. A
coluna capilar utilizada foi a DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum); o forno operou sob
temperatura inicial de 70 °C, aquecido a 10 °C min™' até 240 °C, e mantido por 13 minutos,
sendo reaquecido a 5 °C min™ até 250 °C; o injetor foi mantido a temperatura de 310 °C. O
volume de inje¢do foi de 2uL, no modo split, com razdo de 10:1; o hidrogénio 5.0 foi
utilizado como gas de arraste, a velocidade linear de 42 cm s™, e o nitrogénio usado como gas
auxiliar a 20 mL min' (MENEZES et al., 2013). Os FAMEs foram identificados pela
comparacdo direta com amostras de oleaginosas de composi¢do conhecida (soja), por inje¢ao
de padroes de referéncia de FAMEs (NuCheckPrep®) e por analises via Cromatografia

Gasosa de Alta Resolugao acoplada a Espectrometria de Massas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificaciio das espécies e caracteristicas do cultivo

Foram isoladas 25 cepas de microalgas de distintos locais dos estados da Paraiba, Rio
Grande do Norte, Ceara e Bahia, (Figura 2.1). Destas, 16 cepas foram identificadas ao nivel
de espécie e 8 ao nivel de género.

Clones das espécies Synechococcus nidulans (D827 e D109WC), Lagerheimia
longiseta (D128WC e D133WC) e Pediastrum tetras (D121WC e D137WC) (Tabela 2.1)
foram isoladas de diferentes localidades e uma diversidade de espécies compondo uma
mesma regido foram constatadas. O que enaltece a necessidade da bioprospecgdo de
microalgas para producao de biocombustiveis e/ou para produgao de outros compostos, visto
que, cada espécie apresenta propriedades quimicas e biologicas peculiares, propiciando uma

variedade de aplicacdes.
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Figura 2.1 - Microalgas isoladas de ambientes aquaticos do estado da Paraiba mantidas em condicdo

de culturas unialgais no LARBIM/UFPB.

M3C Me6C M27C D397 400x D61Z

D74Z 100x D76Z 400x D77WC 100x D82Z 1000x M84C 100x

D101Z 400x D109Z 40x D115WC 400x DI21WC 1000x  D124WC 1000x

DI25WC1000x  D127WC 400x D128WC 100x DI132WC 1000x  D133WC 1000x

D136Z 100x D137WC 100x DI139WC 100x D173WC 100x D174WC 100x

Fonte: Propria do autor.

Considerando-se os valores médios da constante de crescimento (k), Tabela 2.1,

observa-se que ocorreram diferengas acentuadas entre as espécies, com valores maximos
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variando entre 0,81 e 1,74 divisdes/dia para as cepas D101Z, D109WC, D121WC e D132WC,
e valores minimos de 0,11, 0,12 e 0,14 divisdes/dia para as espécies D174WC, D128WC e

D136Z, respectivamente.

Tabela 2.1 — Dados de procedéncia e parametros de crescimento das cepas de microalgas estudadas.

Concentracio
Cepa Identificacio Procedéncia k(d") de biomassa
(mg L)
M3C Synechocystis sp. Praia do Cabo Branco - PB 0,26+0,16 1310
M6C Romeria gracilis Praia do Cabo Branco - PB 0,36+0,17 528
M27C Aphanothece sp. Praia do Cabo Branco - PB 0,54+0,02 444
D397 Plankthrotrix isothrix Acude de Acaua, Itatuba - PB 0,33+0,12 630
D61Z Nephrochlamys 0,39+0,07 594
subsolitaria
. Barreiro Sacramento, Frei
D747 Rhabdoderma lineare Martinho - PB 0,51+0,10 724
D767 Chlorococcum cf Rio Quinturaré, Frei Martinho - 0,30+0,04 640
hypnosporum PB
D77WC Cloroficea nao Altiplano, Jodo Pessoa—PB  0,63%0,21 550
identificada
. Acgude da Quixaba, Frei
D827 Synechococcus nidulans Martinho - PB 0,41+0,06 394
M84C Amphora sp. Pitimbt - PB 0,48+0,23 668
DI101Z Chlorella sp. ETE Ma“gabegg’ Jodo Pessoa- 54,031 545
D109WC  Synechococcus nidulans Nascente do ri)oBGrau, Conde - 1,11+£0,16 552
D115WC  Scenedesmus acuminatus Bebedouro Slt.l 0 Quinturaré, Frei 0,60+0,13 610
Martinho - PB
DI21WC Pediastrum tetras Acude P ramhi‘;g rei Martinho- ) ¢, 76 508
Monoraphidium Acude do Sitio Quinturaré, Frei
DI24WC contortum Martinho-PB 0,43£0,17 388
DI125WC Scenedesmus Balnedrio Pitimbu - PB 0,3120,09 994
quadricauda
DI27WC Staurastrum rotula Balneario Pitimbu - PB 0,42+0,13 278
DI128WC  Lagerheimia longiseta Balneario Pitimbu — PB 0,12+0,05 270
Cachocira da Purificagdo,
D132WC Chlamydomonas sp. Chapada da Diamantina - BA 0,95+0,27 536
. . Acude Malhada Limpa, Currais
D133WC  Lagerheimia longiseta Novos - RN 0,66+0,15 430
D136Z Chlorococcum sp. Acude P ramhi‘;BF rei Martinho- 14,6 7 482
DI37WC Pediastrum tetras Acude Sdo Anastacio, UFC—-CE  0,64+0,41 166
. Lago Hotel Village, Porto de
D139WC Synechocistys sp Galinhas - PE 0,67+0,31 110
D173WC Monoraphidium Sao José da Lagoa Tapada - PB  0,4520,21 284
contortum
D174WC Cosmarium sp. Acgude Itapororoca — PB 0,11+£0,03 364
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Quanto a concentragdo final de biomassa também foram observadas distingdes entre as
espécies. Sendo a maior concentragdo, entre as espécies marinhas, apresentado pela M3C
(Synechocystis sp.), com valor de 1310 mg L. Entre as espécies dulcicolas, os maiores
valores registrados foram para as cepas D397, D74Z, D76Z ¢ D125WC, variando entre 630-
994 mg L. Vale ressaltar que espécies marinhas sempre contém uma quantidade significativa
de sal residual, o que interfere na quantificac¢do final, podendo superestimar esse resultado.

Clones das espécies Synechococcus nidulans (D827 e D109WC), Lagerheimia
longiseta (D128WC e D133WC) e Pediastrum tetras (D121WC e D137WC) mostraram
variacoes nos valores médios do k& (de 0,41-1,11 d'l; 0,12-0,66 d'l; 0,81-0,64 d',
respectivamente) e nas concentragdes maximas em biomassa (de 394-552 mg L™'; 270-430 mg
L"'; 508-166 mg L, respectivamente). Esses dados sdo relevantes, visto que tanto as
condi¢gdes do habitat natural, como as condi¢des de cultivo refletem em distintas respostas
fisiologicas e metabolicas de cada clone.

Os dados apresentados demonstram viabilidade de algumas espécies para cultivo em
larga escala, por estas apresentarem valores de taxas de divisdo celular superiores a de
espécies que vem sendo aplicadas largamente em producdo em massa. A exemplo da
Dunaliella tertiolecta reportada por Roleda et al., (2013) e da Chlorella vulgaris,
Scenedesmus obliquos e Botryococcus braunii cultivadas por Nascimento et al., (2013), que

apresentaram valores respectivos de 0,53 d'l, 0,21 d'le 0,14 d'.

3.2 Produtividade de biomassa e quantificacio de ésteres

Os maiores valores de produtividade de biomassa foram obtidos para as espécies
D101Z (0,94 g L' d"), D109WC (0,61 g L' d') e D132WC (0,51 g L™ d"), Figura 2.2. Estas
cepas nao apresentaram as maiores concentragoes de biomassa, mas refletem as maiores taxas
de divisao celular. Por outro lado, destaca-se a D74Z e a DI25WC que apesar de nao
apresentarem as maiores produtividades em biomassa, de 0,37 g L' d' e 0,31 g L d7,
respectivamente, alcancaram valores consideraveis de concentracdo em biomassa, de 724 mg
L' ¢ 994 mg L', respectivamente.

Como observado, a taxa de divisdo celular e a concentracdo de biomassa nem sempre
se relacionam, sendo necessario calcular a produtividade deste parametro para possibilitar a
avaliagdo da producdo de lipideos/ésteres que serdo extraidos a fim de converté-los em

biodiesel. Dessa forma, se faz necessario selecionar cepas com alta produtividade, capazes de
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sintetizar elevados teores lipidicos € que apresentem ainda uma parede celular pouco rigida

para facilitar a extragdo dos biocompostos (LOURENCO, 2006).

Figura 2.2 - Rendimento de ésteres em relagdo ao teor encontrado na soja e relagdo com a

produtividade de biomassa das microalgas isoladas.
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Elevados teores de 6leos nem sempre correspondem a elevadas conversdes em ¢€steres

(YAO et al., 2015). Nessa perspectiva,

a analise quantitativa de ésteres de acidos graxos que

tro de interesse para selecdo de espécies produtoras de

ame

da matriz € outro par

compdem ca

biodiesel. Dentre as espécies analisadas, verificou-se que dezessete apresentaram teor de

¢ésteres inferior a soja, que ¢ a oleaginosa mais participativa na cadeia produtiva de biodiesel

no Brasil, Figura 2.2. E estas espécies apresentaram ainda valores de produtividade de

biomassa medianos, o que nao as qualifica para propositos de cultivo em massa.

As espécies M84C, D101Z, D115SWC, D121WC, D132WC, D133WC, D173WC e

D174WC, em contrapartida, se destacaram pelo teor de éster mais elevado que o quantificado

para a soja (196,9 mg g') (MENEZES et al., 2015). Esses valores servem como um
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importante indicativo, ja que ¢ este parametro que determinard a quantidade final do
biocombustivel a ser obtido.

Menezes et al., (2013) avaliaram a potencialidade de seis microalgas dulcicolas para a
producdo de biodiesel e constataram que destas, apenas uma apresentava teor de éster bastante
elevado, cerca de 215% em relagdo a soja. As demais permearam entre 102% e 129%. Esses
achados sdo inferiores aos valores obtidos em grande parte das espécies destacadas neste
estudo.

Quando se faz uma analise comparativa entre o teor de ésteres e a producao de
biomassa, constata-se que algumas espécies que apresentam elevados rendimentos em
FAMES apresentam baixa produtividade de biomassa ou vice-versa, a exemplo
principalmente da D74Z, D109WC, D173WC e D174WC. Este fato faz com que essas
microalgas, na pratica, ndo apresentem rentabilidade em ésteres ou em biomassa tao elevada
quando se avalia apenas o teor total de cada pardmetro, o que pode comprometer o célculo da
produtividade em biodiesel.

Em contrapartida, quando se avalia esse conjunto merecem destaque as espécies
M84C, D101Z, D115WC, D121WC, D132WC e D133WC que apresentam teores de €steres
bem superiores & soja e produtividade de biomassa que varia de 0,3 2 0,9 ¢ L™ d'. Tendo em
vista tais parametros, estas seriam espécies potenciais para producdo de biodiesel de
microalgas.

Os dados obtidos mostram relevancia quando se faz referéncia aos reportados por
Ahmad et al., (2011), que ao avaliarem 30 espécies de microalgas de diferentes classes,
constataram que apenas a Nannochloropsis sp. apresentava produtividade de biomassa e
quantidade de lipideos de forma satisfatoria, para categoriza-la como boa opcdo para

producado de 6leo e biodiesel.

3.3 Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos

As 25 espécies analisadas apresentaram diversificagdes na composicao de ésteres de
acidos graxos, tanto em relacdo as variacdoes de comprimento das cadeias, geralmente entre
quatorze e vinte quatro carbonos, quanto aos teores de insaturagdes (Tabela 2.2). Um perfil
adequado de ésteres ¢ desejavel para que o biodiesel produzido alcance os padrdes de
qualidade exigidos internacionalmente (NASCIMENTO et al., 2013; PEREIRA et al., 2013;
WIJFFELS e BARBOSA, 2010).



Tabela 2.2 - Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos das vinte e cinco espécies de microalgas
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FAME Cepas de Microalgas

(%) | M3 | M6 | M27 | D39 | D61 | D74 | D76 | D77 | D82 | M84 | D101 D109 | D115 | D121 | D124 | D125| D127 | D128 | D132 | D133 | D136 | D137 | D139 | D173 | D174
Ci4:0| 8 | 02| 13 1 (35912108 (15|197]| 26| 26|05 ] 1835|1433 08 1 L8 [ 1,326 | 1,209 | 1,6
C16:0 [35,847,3| 30,2 |34,5/17,9|10,6|15,4|21,7|40,3|40,1| 16,8 | 23,8 | 31,5 | 29,7 | 29,9 | 21,2 | 23,8 | 43,6 | 29,1 | 47,7 | 34,5 | 31,5 | 36,6 | 20,9 | 37,3
C16:1 |23,1|15,1| 36,1 | 6 |23 (41,4 7,5|0,5|18,6(32,8| 7,4 3 1,4 1 24 103 |14 |09 |62 |46 | 16 | 36 | 03 | 0,8 | 04
C16:2 1 2,5 04| 2,6 0714 |15 L7]03]11 |06 |07]34]| 15|41 21304 | 1,8 | 1,5 | 0,6
C16:3 2,4 0,7 48 108 | 1,4 95 | 16 | 42 | 11,8 | 10 | 183 | 2 L3 | L1 6,1 | 3,5 | 147 | 7,6
C17:0 | 0,3 | 1,6 58103] 18| 3,8 | 7,6 L5108 (29129 |04 09 | 09 2 1,5
C17:1 | 0,4 | 3,9 0,7 0,6 | 0,2 | 87 2,2 56 | 1,6

C18:0 | 0,9 | 0,6 1 19(1,2/061]081|23|04/| 0,7 1 0,8 198 2807|1319 09 5 37106 | 1,3 ] 351] 03] 15
C18:1 | 7 |151| 5 | 7,71269|22|225| 36 75|28 |231| 68 |31,9 339|148 23,6 | 10,5295 |20,1 |204| 9,6 | 183|335 | 173 | 74
C18:2 13999 | 7,7 |30,1] 10 8,6 |13,118,7| 1,7 | 11,2 | 20 | 109 | 82 | 49 | 16,1 | 81 | 7,7 | 6,5 | 45 | 199 | 6 9,2 | 10,5 | 19,8
C18:3 (0,2 | 53| 1,4 |19,8|13,5 28,3110,9| 9,3 | 0,5 | 20,6 | 21,5 | 7,3 | 11,7 | 245 | 19,5 | 21,4 | 7,5 | 12,6 | 59 | 82 | 13,7 | 4,8 | 23,9 | 15,7
C18:4 | 0,2 | 53| 0,9 5,6 0,4 | 0,6 09 | 0,2 08 | 1,8 | 2,6 | 24 | 3,7 95 05 ] 06 | 11,3 1 52 | 25
C20:4 | 2,9 0,5 0,8 | 0,3 0,6

C20:5 | 14,4 0,6 0,9 0,5 | 2,8
C21:0 11,2 0,5

C24:0 4,7

SFA [47,8|50,3| 43,7 |36,4(26,5| 48 |18,3|31,2(43,5|54,5| 25,5 | 37,1 | 42 | 37,7 | 36,7 | 27,5 | 343 | 47,6 | 35,9 | 53,8 | 38,4 | 38,6 | 43,9 | 25,2 | 42,7
MUFA |30,5(34,1| 41,1 |13,7|32,2| 52 | 30 |36,8|27,7|36,5| 40,8 | 10,4 | 35,7 | 35,5 | 18,4 | 23,9 | 13,5 | 31,8 | 32,1 | 29,5 | 11,6 | 23 | 358 | 185 | 83
DUFA | 3,9 |10,1| 10,5 [30,1|12,5 9 |15,7|18,7| 2,4 | 12,6 | 21,5 | 12,6 | 8,5 6 | 16,7 ] 88 | 11,1 | 8 86 [ 41,2 | 64 | 11 12 | 20,4
TUFA | 0,2 | 53 | 3,8 |19,8]|159 29,2115,7|10,1| 1,9 | 20,6 | 31 | 89 | 159|363 |29,5|397| 95 [139]| 7 82 | 198 | 83 | 38,6 | 23,3
PUFA | 17,3 0,9 12,8 13,6| 0,6 4,7 1 0,5 0,8 | 24 | 2,6 | 24 | 3,7 95 | L1 | 0,6 | 122] 1 57 | 53
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Quanto a composi¢do, a espécie D74Z destaca-se por apresentar elevado teor de acido
miristico (C14:0), (35,9%), enquanto as demais apresentam teores que permeiam entre 0,2% a
9,7%.

O 4cido palmitico (C16:0) ¢ o acido predominante em grande parte das espécies, com
valores entre 10% e 47,7%. Esse acido pode ser utilizado como surfactante em produtos de
limpeza e na produ¢do de cosméticos, sendo sua principal fonte atualmente a palma (dendé)
que produz cerca de 40% (ZAMBIAZI et al., 2007).

O 4cido palmitoléico também merece destaque por estar presente em todas as espécies
variando desde 0,3% até 41,4%. Apresentando aplicagdes importantes para a industria por
constituir o grupo dos acidos graxos essenciais. A literatura afirma que a concentracdo desse
acido diverge bastante entre as espécies, € que esta pode ser induzida em cultivos para
acréscimos no seu teor. A exemplo da espécie Chlorella minutissima, que quando cultivada
em condi¢des otimizadas (35°C, 2500 lux, fonte de carbono NaHCOs e concentragdo de NO3”
de 1,0 g L) propiciou um teor consideravel deste acido de 82,63% (COSTA et al., 2006).

O 4acido hexadecatrienoico (C16:3) ndo ¢ comumente encontrado em oleaginosas
tradicionais, mas em algumas microalgas apresenta-se com valores consideraveis, a exemplo
das espécies D127WC (18,3%), D173WC (14,7%), D124WC (11%) e D125WC (10%). Este
acido, em relacdo ao biodiesel, pode causar problemas de estabilidade, mas apresenta
potencialidade em aplicagdes nutricionais por fazer parte do grupo dos ®-3. Fato este que
demonstra a viabilidade destas espécies, ja que o consumo de ®-3 obtido de microalgas ¢
benéfico para o desenvolvimento humano, e para a prevencdo de problemas corondrios,
cancer, diabetes, fibrose cistica, artrites, asma, esquizofrenia e depressao (VON SHACKC,
2008; FERREIRA et al., 2013).

O é4cido estearico (C18:0), que tem predominancia em diversas oleaginosas, ¢
encontrado em concentragdes irrisorias nas microalgas avaliadas, com exce¢do da espécie
D115WC (9,8%). Contudo, esses valores podem ser elevados para outras cepas de microalgas,
a exemplo de Cyanobacterium aponinum e Phormidium sp. analisadas por Karatay e Donmez
(2011), que apresentaram teores de 29,4% e 47,6%, respectivamente.

Os acidos insaturados oléico, linoléico e linolénico sdo encontrados em elevados
teores na maioria das espécies, ressaltando-se os valores para o linolénico que ¢ encontrado
em até 28% nas microalgas, o qual se mostra extremamente propenso aos processos
oxidativos do 6leo e, consequentemente, do biodiesel produzido.

A M3C (Synechocystis sp.) ¢ uma espécie com potencialidade para industria

alimenticia e farmacéutica por conter 14% de eicosapentaenodico (EPA-C20:5), extremamente



71

importante dentro do grupo dos 6megas. O acido estearidonico (C18:4), também se destaca
para estas aplicacdes, sendo encontrado com valores considerdveis nas espécies D137WC
(11,3%) e D132WC (9,5%), em quantidades superiores ao obtido em o6leo de peixe, por
exemplo. (MOURA et al., 2006).

A cepa M27C apresentou 11,2% de C21:0 (acido heneicosanoico) e a D61Z 4,7% de
(C24:0 (4cido lignocérico), acidos de cadeia saturada longa, composi¢do que nao ¢ comum em
culturas oleaginosas terrestres, e que pode conferir problemas de fluxo ao biodiesel produzido
por essas microalgas. As cadeias longas saturadas apresentam facilidade de acoplamento de
suas estruturas e propensdo a nucleacdo e cristalizacdo a baixas temperaturas. Mas, em
contrapartida estas podem propiciar indices de cetano elevados para o biocombustivel
produzido (KNOTHE, 2008).

Ao analisar quantitativamente as amostras quanto ao teor de saturacao verifica-se que
as espécies M6C, M84C e DI33WC apresentam mais que 50% de ésteres saturados.
Merecendo destaque ainda, a M3C, a D74Z e a D128WC que apresentam valores proximos,
mas ndo superiores a este quantitativo. Estes elevados teores de saturagao propiciam biodiesel
com elevada estabilidade, mas em contrapartida pode gerar um combustivel com problemas
de fluidez (LOBO et al., 2009).

Ao avaliar em conjunto os teores de ésteres saturados e monoinsaturados devem ser
elencadas as espécies M3C, M6C, M27C, D747, D82Z, M84C, DI115WC, DI2IWC,
DI32WC, D133WC e a D139WC que apresentam teores entre 70 e 85% e demonstram
viabilidade para produgdo de biodiesel. A associagdo desses dois grupos confere maior
estabilidade oxidativa ao combustivel obtido devido a menor presenga de insaturagdes, que
sdo sitios de ataque do oxigénio ou de outros agentes que desencadeiam as reagdes radicalares
que degradam o biodiesel. Além do que, a presenca de uma ligacao dupla propicia melhora no
desempenho das propriedades de fluxo do combustivel (PARK et al., 2008)

Nascimento et al., (2013) avaliaram vérias estirpes de microalgas e identificaram
Ankistrodesmus  falcatus, Coelastrum microporum, Chlorella vulgaris e Botryococcus
terribilis com perfil de &cido graxo predominantemente saturado, e as Desmodesmus
brasiliensis, Pseudokirchneriella subcapitata, € Botryococcus braunii majoritariamente
monoinsaturado. Os mesmos autores inferiram ainda que duas espécies Chlamydomonas sp. e
Scenedesmus obliquus apresentaram um total de dcidos saturados e monoinsaturados em torno
de 90%, valor este superior ao encontrado para a Chlamydomonas sp. (D132WC) e as

espécies de Scenedesmus (D115WC e D125WC) relatadas no presente estudo.
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Quando se avalia o teor de TUFA e PUFA das microalgas constata-se teores em torno
de 40% em algumas cepas, como a D76Z, D124WC, D127WC e D173WC. Esses valores sao
extremamente elevados para um biodiesel, visto que estas estruturas propiciam maior
susceptibilidade a oxidagdo e, consequentemente, menor tempo de estocagem e problemas no
funcionamento dos motores, fato que discriminaria estas cepas como ndo potenciais para
producdo de biodiesel.

Elevados teores de ésteres poli-insaturados também foram observados para microalgas
que sao relatadas na literatura como fontes de matéria-prima potencial para a producdo de
biodiesel, tais como Chlorella vulgaris, Dunaliella tetiolecta e Neochloris oleabundans
(GOUVEIA e OLIVEIRA, 2009). Vale ressaltar que essas microalgas podem agregar valor ao
processo produtivo do biodiesel, caso esses compostos forem destinados a industria

farmacéutica ou de alimentos.

4. CONCLUSOES

Ao analisar as vinte e cinco espécies isoladas neste estudo, constatou-se que todas
apresentam significancia em algum parametro analisado. Contudo, para produ¢do de biodiesel
destacam-se as espécies M84C, D101Z, D115WC, D121WC, D132WC e D133WC, por
reunirem elevadas taxas de crescimento celular, concentragdo de biomassa e teor de ésteres
superior a soja. Além de apresentarem uma composi¢do de acidos graxos favoraveis para a
producdo de biodiesel que se adequam as normatiza¢des de qualidade especificadas pela
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2012).

Pode-se constatar também a diversidade de espécies de microalgas que podem compor
uma mesma regido. Abrindo margem para a exploracdo mais intensa de novas espécies que

podem propiciar importantes aplicagdes industriais.
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PRODUTIVIDADE LIPIDICA E PARAMETROS DE QUALIDADE COMBUSTIVEL
DE DIFERENTES ESPECIES E GRUPOS DE MICROALGAS

RESUMO

Microalgas vém sendo apontadas como culturas viaveis para produg¢do de biocombustiveis.
Contudo, as caracteristicas do biodiesel produzido a partir desta fonte vém sendo colocado em
foco devido a composicao de acidos graxos se diversificar dependendo de cada espécie, e das
condi¢des de cultivo. Assim, esse trabalho teve como propoésito avaliar espécies de dois
grupos de microalgas quanto a seu potencial de crescimento e produtividade lipidica, além de
analisar a partir de sua composi¢ao os parametros de qualidade combustivel normatizados
para o biodiesel. Das espécies estudadas, a Chlorella sp. (D101Z) do grupo das cloroficeas,
destacou-se por apresentar a maior taxa de divisdo celular de 2,42 d', e do grupo das
cianobactérias, a Synechocystis sp. (M3C) e a Synechococcus nidulans (D109WC) pelos
elevados valores de produtividade lipidica e de biomassa. Em termos de composi¢do, as
cloroficeas foram caracterizadas por concentrarem majoritariamente ésteres saturados,
monoinsaturados e tri-insaturados, enquanto as cianobactérias apresentaram elevados teores
de ésteres saturados e de diferentes graus de insaturacdo. Essa composi¢do relacionou-se
diretamente com as propriedades do biodiesel, pois a partir de andlise estatistica discriminou-
se a cloroficea DI0O1Z e a cianobactéria DIO9WC como espécies de destaque por
apresentarem elevada produtividade lipidica, baixo valor de ponto de entupimento filtro a frio
e indice de iodo pouco acentuado para a D101Z, mas bastante elevado para a D109WC, o que
a desqualifica para fins de produgdo de biodiesel. Verificou-se ainda, que dentre as espécies
em estudo, apenas a cloroficea Monoraphidium contortum e a cianobactéria Synechococcus
nidulans nao atenderam a alguma das especificacoes de qualidade. Indicando que as
propriedades do biodiesel dificilmente podem ser previstas pelo grupo que a microalga se
enquadra, provavelmente pela intensa variagdo que a composi¢do celular pode sofrer pelas

condig¢des nutricionais, foticas que estas sejam submetidas.

Palavras-chave: biodiesel de microalga, produtividade lipidica, perfil de FAME.
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1. INTRODUCAO

O aumento na demanda energética mundial e a escassez dos combustiveis fosseis
instigam a busca de novas fontes de energia. Neste contexto, os biocombustiveis se
apresentam como uma alternativa promissora para garantir a sustentabilidade econdmica e
socioambiental das atividades antropicas (BHARATHIRAIJA et al., 2011)

O biodiesel obtido a partir de microalgas se apresenta como uma dessas solugdes,
porque microalgas tém potencialmente elevados teores de lipideos em suas células, que
podem ser utilizados na producdo desse biocombustivel (PARK et al.,, 2012; COSTA e
MORAIS, 2011). Além de apresentarem taxas de crescimento e produtividade bastante
elevadas, quando equiparadas a silvicultura convencional, culturas agricolas ou outras plantas
aquaticas e requerem menores areas agricultdveis para seu desenvolvimento. Portanto, a
concorréncia para solo ardvel e alimento humano com outras culturas ¢ bastante reduzida
(MATA et al., 2010).

Virias espécies de microalgas podem se apresentar como viaveis para produgdo do
biodiesel. No entanto, além da eficiéncia fotossintética e produtividade, a selecao das espécies
deve levar em conta fatores como capacidade de se desenvolverem utilizando os nutrientes
disponiveis (tanto em condi¢des controladas como em condigdes ambientais varidveis) e sua
composicdo em 4acidos graxos, pois estes podem ter um efeito significativo sobre as
caracteristicas do biodiesel produzido (FRANCO et al., 2013).

A diversidade fenotipica e filogenética das microalgas acumuladoras de
triacilglicerideos instaura um desafio para a determinacdo exata de seu potencial
biotecnolégico. A variedade taxondmica deve ser explorada quanto sua composi¢do de
ésteres, pois a mesma pode predizer importantes propriedades quimicas e fisicas do biodiesel
(SLOCOMBE et al., 2013). Dependendo da composicdo da matriz lipidica utilizada, o
biodiesel pode apresentar propriedades que confere baixa qualidade no desempenho de alguns
de seus atributos, como indice de cetano, estabilidade oxidativa, viscosidade cinematica e
propriedades de fluxo. Dois fatores sdo cruciais nas influéncias dessas propriedades: a
distribuicao e a quantidade de insaturacdes presentes nas cadeias dos acidos graxos (ISLAM
etal., 2013; NASCIMENTO et al., 2013).

Diante do exposto, a selecdo de espécies potenciais, quanto aos parametros de
qualidade dos combustiveis, ¢ essencial para minimizar custos € otimizar O processo
produtivo do biodiesel (HIDALGO et al., 2014). Com esse proposito, modelos que predizem

algumas das propriedades criticas do biodiesel, a partir da sua composi¢do, tém sido
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desenvolvidos (TONG et al., 2010; FRANCISCO et al., 2010; HOEKMAN et al., 2012). E ¢
neste sentido, que o presente trabalho visa explorar a potencialidade de cepas de microalgas
isoladas da regido Nordeste do Brasil para producao de biodiesel, levando em consideragao
seus parametros de qualidade combustiveis normatizados, preditos a partir de equagdes

matematicas baseadas na composicao de ésteres de acidos graxos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo e parametros cinéticos de crescimento das espécies de microalgas

Nesse estudo foram utilizadas 12 espécies de microalgas, 9 dulcicolas e 3 marinhas,
coletadas em diversas localidades do Nordeste brasileiro e mantidas na cole¢ao de culturas da
Universidade Federal da Paraiba/Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia de
Microalgas. Destas espécies, 6 compreendem a classe das cloroficeas: Chlorella sp. (D101Z),
Scenedesmus acuminatus (D115WC), Pediastrum tetras (D121WC), Chlamydomonas sp.
(D132WC), Lagerheimia longiseta (D133WC), Monoraphidium contortum (D173WC); e as
demais sdo cianobactérias: Sinechocystis sp. (M3C), Romeria gracilis (M6C), Aphanothece
sp. (M27C), Planktothrix isothrix (D39Z) e Synechococcus nidulans (cepas D82Z e
DI09WC).

O isolamento e a purificacdo dessas culturas foram efetuados empregando-se
micropipeta capilar em microscopio binocular. As culturas unialgais foram mantidas em
camara de cultivo dotada de sistema de ilumina¢do com fotoperiodo controlado com ciclo de
12 h claro/escuro e temperatura constante (25 °C £+ 1 ° C). Como meio basico para os cultivos
das microalgas foram utilizados os meios Conway (WALNE, 1970), Zarrouk (ZARROUK,
1966) e WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972), preparados com agua doce ou agua do mar
filtradas em filtro de fibra de vidro.

O crescimento das espécies foi efetuado em triplicata, em baldes contendo 5L de meio
de cultura, em camara de cultura climatizada com agitacao realizada por inje¢do continua de
ar (2,0 mL min™") por minicompressor de membrana Resun AOC2 e temperatura média de 25
°C. O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por meio de contagens celulares em
camaras de Fuchs Rosenthal ou em camaras de Sedgewick-Rafter (para células filamentosas),

em microscopio binocular Leica. A partir dessas analises foi possivel tragar as curvas de
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crescimento de cada espécie cultivada determinando-se alguns parametros cinéticos, tais

como:

2.1.1 Velocidade de crescimento (k), que representa o numero de divisoes celulares da
populacdo em estudo por unidade de tempo (dia), determinada através da equacdo citada em

Stein (1973):

3,322 N,
xlog—=
T,—T; Ny

k =

Eq.1

Em que, T| e T, compreendem o inicio e o final da fase exponencial de crescimento; Nj e N,

referem-se a densidade celular inicial e final dessa fase, respectivamente.

2.1.2  Produtividade de biomassa (PB) — que se refere a concentracdo (g L' d') de biomassa
microalgal acumulada no cultivo, sendo determinada por centrifugacao e liofilizagdo do
material coletado no inicio da fase estacionaria. A centrifugacdo da biomassa foi realizada em
centrifuga refrigerada (Nova técnica NT 825) a 18 °C e a secagem em liofilizador Terroni a -

40 °C.

2.1.3 Lipideos Totais (LT), determinado através de andlise gravimétrica de acordo com

metodologia adaptada de Folch et al., (1957).

2.1.4 Produtividade Lipidica, expressa como a quantidade em miligramas de lipideos
produzidos por litro, por dias de cultivo, durante a fase exponencial. Calculada de acordo com

aequacdo: PL=PBxLT Eq. 2

2.2 Perfil de Esteres Metilicos de Acidos Graxos das Espécies

O rendimento e a andlise do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos para as
espécies em estudo foram obtidos segundo o procedimento de transesterificacdo direta da
biomassa microalgal, adaptado para microescala (MENEZES et al., 2013). Os ésteres
metilicos obtidos nesse processo foram identificados via cromatografia em fase gasosa usando
um cromatografo a gas Agilent 7890, equipado com detector FID e injetor split/splitless. A
coluna capilar utilizada foi a DB-WAX (30 m x 0.25 mm x 0.25 um); o forno operou sob

temperatura inicial de 70 °C, sendo aquecido a 10 °C min™ até 240 °C, e mantido por 13
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minutos, sendo novamente aquecido a 5 °C min" até 250 °C; o injetor foi mantido a
temperatura de 310 °C. O volume de injecao foi de 2uL, no modo split, com razdo de 10:1; o
hidrogénio 5.0 foi utilizado como gas de arraste a velocidade linear de 42 cm s, e o

nitrogénio usado como gés auxiliar a 20 mL min"' (MENEZES et al., 2013).

2.3 Predicido das propriedades do biodiesel a partir do perfil de ésteres de acidos graxos

das microalgas

A predicao das propriedades do biodiesel a partir de sua composicdo em ésteres
metilicos vem sendo apontada por diversos autores como um viés interessante principalmente
para montar perfis de biodiesel derivado de microalgas. Visto que existe ainda o entrave da
pequena quantidade de biomassa produzida nos cultivos para a possivel extracdo do o6leo e
producdo de biodiesel. Assim foram utilizadas equagdes descritas na literatura
(NASCIMENTO et al., 2013; FRANCISCO et al.,, 2010; HOEKMAN et al., 2012) que
preveem o teor de insaturagdo das cadeias graxas (ADU), o indice de iodo (IV), a viscosidade
cinematica a 40 °C (p), a densidade (¢), o indice de cetano (IC), o ponto de entupimento de
filtro a frio (CFPP), o poder calorifico (HHV) e o fator de cadeia saturada longa (LCSF),

conforme representadas abaixo.

ADU = Y M xY; Eq.3

Onde, ADU ¢ o teor de insaturacdo do biodiesel de microalgas; M ¢ a fragdo em massa do

acido graxo constituinte; Y € o nimero de duplas ligagdes de cada acido graxo.

Viscosidade p = —0,6316ADU + 5,2065 Eq. 4
Densidade ¢ = 0,00554ADU + 0,8726 Eq. 5
Cetano IC = —6,6684A4ADU + 62,876 Eq. 6
Iodo 1V =74,373ADU + 12,71 Eq.7
Poder Calorifico HHV =1,7601ADU + 38,534 Eq. 8

Fator de Cadeia Saturada longa
LCSF =(0,1xC16) + (0,5xC18) + (1 x€C20) + (1,5xC22) + (2xC24) Eq. 9
Ponto de entupimento de filtro a frio

CFPP = (3,14 x LCSF) — 16,477 Eq. 10
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2.4 Determinacio do indice de iodo no biodiesel de microalgas

Na biomassa liofilizada das microalgas foi realizado o processo de transesterificacdo
direta segundo o procedimento descrito em Soares et al. (2014), seguidamente realizou-se a
determinag¢do do indice de iodo no biodiesel obtido de acordo com o método de Wijs (AOCS,
2009) adaptado para microescala. Cerca de 15 mg da amostra foi dissolvida com 2 mL de
cloroféormio e a esta foi adicionado 2,5 mL da solucdo de Wijs. A solucdo foi deixada em
repouso durante 30 minutos na auséncia de luz juntamente com uma amostra em branco
preparada nas mesmas condigdes. Seguidamente adicionou-se 10 mL de 4gua e 2 mL de KI
(15%) e titulou-se com uma solu¢do padronizada de tiossulfato de sodio 0,01 N até a
coloragdo amarelada enfraquecer. Adicionou-se entdo 0,2 mL de uma solucdo de amido
(0,5%) utilizada como indicador prosseguindo com a titulacdo até o desaparecimento da cor

azul. O indice de iodo foi calculado de acordo com a equagdo:

_ (VB-VA).C.12,69

m

II Eq.11

Onde: VB ¢ o volume gasto na titulagao do branco (mL); VA ¢ o volume gasto na titulacao da
amostra (mL); m ¢ a massa da amostra (g); C ¢ a concentragdo da solu¢ao de Na,S,03 (N) e
12,69 ¢ o fator de corregao.
2.5. Analise Estatistica

Uma Andlise de Componentes Principais - PCA foi aplicada aos parametros

combustiveis calculados das microalgas, e aos dados de produtividade das mesmas. Para

realizagdo da analise foi utilizado o software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros de crescimento e acumulacio lipidica

A cloroficea D101Z apresentou uma taxa de divisao celular de 2,42 d'l, valor

extremamente superior as demais do mesmo grupo que apresentaram no maximo a taxa de
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0,74 d' referente 4 D132WC (Tabela 3.1), e também em relagdo as espécies do grupo das
cianobactérias, que tém destaque na D109WC com 1,23 d™'.

Vale ressaltar que as cianobactérias estudadas apresentaram, de forma geral, menores
taxas de crescimento celular quando comparadas as cloroficeas, tendo a M3C e a M6C esses
menores indices (0,30 e 0,41 d”', respectivamente). Enquanto que nas cloroficeas o valor

minimo registrado para esse pardmetro foi de 0,46 d”' na D133WC.

Tabela 3.1 — Dados de crescimento e caracteristicas das cepas das microalgas em estudo.

Concentracao PB PL
Grupos Espécies | Meio | k* (d") de Biomassa LT (%) A g g
L (gL'd") | (mgL"d")
D101 Z 2,42+0,14 594 13,242.,9 1,44 190,1
D115 WC | 0,66+0,16 640 13,6+2.9 0,42 57,1
Cloroficeas D121 WC | 0,69+0,15 528 17,3£1,2 0,36 62,3
D132 WC | 0,74+0,14 536 21,4+1,1 0,39 83,4
D133 WC | 0,46%0,17 460 11,4+0,4 0,21 23,9
D173 WwC | 0,52+0,23 296 19,9+0,4 0,15 29,8
M3 C 0,30+0,18 1295 13,9+£5,7 0,39 54,2
M6 C 0,41+0,19 542 11,1+0,1 0,22 24,4
Cianobactérias M27 C 0,63+0,12 458 10,3+0,9 0,29 29,9
D39 Z 0,44+0,07 640 6,0+1,5 0,28 16,8
D82 Z 0,50+0,11 401 13,643,1 0,20 27,2
D109 WC | 1,23+0,25 560 13,6=1,3 0,69 93,8

Estes dados de crescimento sdo, em alguns casos, concordantes com a literatura (YU
et al., 2012). Em contrapartida, a Chlorella sp., cepa D101Z, foi apontada em estudos com um
valor de divisao celular de apenas 0,33 d'l, em contraste com o valor de 2,42 d! obtido neste
trabalho (NETO et al., 2013). Isso indica que dependendo das condi¢des de cultivo e de
adaptacdo das espécies ao meio em que estavam inseridas, estas podem se desenvolver de
forma diversificada. Tal fato foi observado também por outros pesquisadores, que ao
cultivarem espécies de diferentes grupos, avaliando sua taxa de crescimento, constataram que
esses valores diferem significativamente entre espécies e grupos, sendo as condigdes de
cultivo o fator determinante para as mudangas metabdlicas (SONG et al., 2013).

O teor de lipideo varia muito entre espécies de microalgas. Quantitativamente essa
variagdo ocorre entre 4,5 a 80% (CHISTIL 2007), e qualitativamente a diferenciagdo depende
das fases de crescimento destas espécies de acordo com seu metabolismo celular (HU et al.,

2008).
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Neste estudo, os maiores teores lipidicos foram observados nas cloroficeas D132WC
(21,4%), D173WC (19,9%) e D121WC (17,3%). Em contrapartida, a produtividade lipidica
mais elevada foi obtida na D101Z (190,1 mg L™'d™"), seguida da cianobactéria D109WC (93,4
mg L'd™") e da cloroficea D132WC (83,4 mg L'd™).

A literatura aponta que microalgas eucaridticas, preferencialmente, apresentam maior
teor lipidico em suas células que as procarioticas (WILLIAMS e LAURENS, 2010), e que as
cloroficeas sao representativamente um dos grupos que apresentam os mais elevados niveis de
lipideos neutros (CHEN et al., 2011). Essas afirmativas nao estdo de acordo em sua totalidade
com os dados obtidos neste trabalho, visto que, mesmo que a maioria das cloroficeas tenham
demonstrado os valores mais acentuados de lipideos, grande parte das cianobactérias
apresenta teor de 10-13% de lipideos, proximo ao quantificado em algumas cloroficeas.

Quanto a produtividade de biomassa destaca-se a cloroficea D101Z, com 1,44 g de
biomassa por litro de cultivo por dia. Dentre as demais espécies, a que se aproxima deste
valor ¢ apenas a cianobactéria D109WC, com 0,69 g L™ d™'. A produtividade de biomassa das
microalgas estudadas €, em alguns casos, concordante com a literatura (MATA et al., 2010;
TALEBI et al., 2013).

A analise quanto a divisdo celular, acumulacdo lipidica e produtividade de biomassa
mostra uma ndo correlagdo dos dados. Isto porque, geralmente as taxas de crescimento
especifico dependem do tipo de célula e das condigdes nutricionais e foticas que a mesma
esteja submetida, ndo refletindo, assim, a capacidade especifica de producdo e
armazenamento de lipideos. Entretanto, a produtividade lipidica seguiu o mesmo padrao da
produtividade de biomassa. Vale ressaltar, no entanto, que algumas espécies como a
cloroficea Chlamydomonas sp. foi reportada na literatura com dados de produtividade lipidica
de 0,24 g L' d' (NASCIMENTO et al., 2013), valor inferior ao obtido neste estudo. E que,
comparativamente, as espécies ja consideradas potenciais para produgdo de biodiesel, como
Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquos € Nannochloropsis oculata (HO et al., 2013), as
espécies propostas apresentam valores similares ou até mesmo superiores de produtividade de
biomassa e lipideos.

A maior produgdo de lipideos ¢ geralmente observada durante a fase estacionaria,
quando as células tém a maior parte das suas capacidades biossintéticas redirecionadas para a
produgdo de triacilglicerideos, podendo ainda ser induzida por variaveis que controlam o
crescimento e produtividade, como nitrogénio, fosforo ou limitacdo de silicio (YU et al.,

2011).
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Como visto, as microalgas podem acumular elevadas quantidades de lipideos nas suas
células, podendo ser consideradas fontes potenciais de producdo de biodiesel. Contudo, uma
das principais barreiras a bem sucedida producdo deste biocombustivel inclui a falta de
prospeccao de espécies de microalgas “elites”, ou seja, espécies que apresentem além de
elevado teor lipideos, elevadas taxas de crescimento e de produtividade de biomassa e
lipidica, além da capacidade de adaptagdo a situagdes de deficiéncia de nutrientes e/ou
estresses decorrentes de alteracdes nos parametros fisicos € quimicos durante seu crescimento

(HO et al.,, 2013; RODOLFI et al., 2008).

3.2 Composicao de ésteres de acidos graxos dos grupos de microalgas

O perfil de acidos graxos das microalgas constitui ponto crucial para selecdo de
espécies potenciais para produgdo de biodiesel, ja que suas propriedades combustiveis estao
relacionadas diretamente a sua composi¢do. Os dados da composicao de ésteres de acidos
graxos das espécies cultivadas estdo sumarizados na Tabela 3.2.

Qualitativamente, os perfis de 4cidos graxos, compreendem, como relata a literatura,
estruturas entre 10 a 24 atomos de carbono, que se assemelham muito entre as espécies de
mesmo filo ou classe, mas diferem entre classes e filos (HU et al., 2008). E notavel a
predominancia de determinados ésteres nas doze espécies avaliadas, merecendo destaque os
acidos palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), estearico (C18:0), oléico (C18:1), linoléico
(C18:2), linolénico (C18:3) e miristico (C14:0), e uma concentracao diversificada de alguns

tipos de ésteres de acidos graxos comparativamente aos dois grupos de microalgas.



Tabela 3.2 — Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos das microalgas estudadas.
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Espécies de Microalgas

C14:0 2,6 0,5 1,8 1 1,8 0,9 8 0,2 1,3 - 1,5 2,6
C16:0 16,8 31,5 29,7 | 29,1 | 47,7 | 20,9 | 358 | 47,3 30,2 345 | 40,3 | 23,8
Cl1e6:1 7,4 1,4 1 6,2 4.6 0,8 23,1 | 15,1 36,1 6 18,6 3
C16:2 1,4 1,7 0,3 1,5 4,1 1,5 - - 1 - - 1,5
C16:3 - 1,6 4.2 1,3 1,1 14,7 2,4 0,8 9,5
C17:0 3.8 - 1,5 - - 2 0,3 1,6 - - 0,3 7,6
C17:1 8,7 2,2 - 5,6 1,6 - 0,4 3,9 - - 0,6 -
C18:0 1 9,8 2,8 5 3,7 0,3 0,9 0,6 1 1,9 0,4 0,8
C18:1 23,1 31,9 339 | 20,1 | 204 | 173 7 15,1 5 7,7 7,5 6,8
C18:2 11,2 10,9 8,2 6,5 4.5 10,5 3,9 9.9 7,7 30,1 18,7 20
C18:3 20,6 7,3 11,7 | 12,6 5,9 239 0,2 5,3 1,4 19,8 9,3 21,5
C18:4 0,2 0,8 1,8 9,5 0,5 5,2 0,2 5,3 0,9 - - -
C20:4 0,3 - - - 0,6 - 2.9 - - - - -
C20:5 - - 0,6 - - 0,5 14,4 - - - - -
C21:0 - - - - - - - - 11,2 - - -

O éster palmitico se apresenta como componente majoritario nas cianobactérias, com
excecdo da M27C (Aphanothece sp.), e com concentracdes elevadas também para as
cloroficeas, principalmente para a DI33WC (47,7%). O palmitoléico tem sua
representatividade nas cianobactérias, atingindo o valor de até 36% na M27C, enquanto que
nas cloroficeas o maior valor sintetizado foi de 7,4% para a D101Z.

O estearico (C18:0) e o oléico (C18:1) foram constatados em todas as espécies de
microalgas, ocorrendo de forma mais intensa nas cloroficeas, atingindo um percentual de até
33,9% (do &cido oleico) na Pediastrum tetras (D121WC), enquanto que nas cianobactérias a
sintese maxima observada desse acido foi de apenas 15,1% na Romeria gracilis (M6C).

Os ésteres com maiores teores de insaturagdes apresentaram divergéncia de
acumulagdo na mesma classe. Mas de forma geral, as cianobactérias concentraram os maiores
teores de 4cido linoléico (C18:2), entre 3,9% a 30,1%. Enquanto que as cloroficeas
respondem pelos mais elevados valores de acido linolénico, permeando até 23,9%. Algumas

cianobactérias como a D39Z (19,8%) e D109WC (21,5%) apresentaram teores significativos
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do 4cido linolénico frente as demais espécies do mesmo grupo. O 4cido poli-insaturado
estearidonico foi encontrado em todas as cloroficeas avaliadas, com valor maximo de 9,5% na
cepa DI132WC. Entretanto, apenas trés das cianobactérias sintetizaram esse acido, com
variacao entre 0,2-5,3%.

A composicao desses dois grupos corrobora com a literatura, visto que esta aponta que
as cloroficeas apresentam predomindncia do 4cido graxo linolénico, oléico e palmitico.
Enquanto as cianobactérias sintetizam em maior quantidade ésteres palmitico e linoléico
(BASOVA, 2005). Mishra et al., (2015), por exemplo, verificaram que a cloroficea do género
Chlamydomonas ¢ caracterizada por sintetizar acidos graxos de cadeia curta a média, sendo
que dentre esses ultimos se destacam principalmente os dcidos palmitico, oléico e linolénico.
Essa composicao também foi constata para a cloroficea Scenedesmus obliquos (SALAMA et
al., 2013).

Rés (2012) cultivou a cianobactéria Synechococcus sp. (género igual ao das cepas
D82Z e DIO9WC) obtendo uma biomassa lipidica composta por 30% de acidos graxos
saturados e 70% de insaturados, dentre os quais se destacaram os acidos oléico, linol€ico e
palmitico. Esses dados corroboram com os encontrados no presente estudo. Outros cultivos
realizados com S. nidulans apresentaram também valores consideraveis do 4cido palmitoléico
(RADMAN e COSTA, 2008).

A partir da analise dos dados da composi¢ao dos 4cidos graxos em diferentes espécies
de microalgas pode-se ressaltar que o teor desses acidos varia de acordo com o grupo
taxondmico e com as condi¢des de crescimento (HU et al., 2008; CARDOSO et al., 2011).
Por tais motivos, tem-se sugerido que o perfil de &cidos graxos poderia ser utilizado como
mais um carater taxonomico na separacdo microalgas estreitamente relacionadas, a nivel de
espécie ou de género (TAIPALE et al., 2013).

Em termos de tipos de ésteres de acidos graxos, (Figura 3.1), observa-se que as
cloroficeas estudadas concentram majoritariamente ésteres saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) e tri-insaturados (TUFA). As cianobactérias respondem por elevados teores de
ésteres saturados, e com diferentes teores de insaturacdo. Corroborando com esses dados,
Pratoomyot et al. (2005) encontraram para Synechococcus sp. elevado teor de acido palmitico
(acido saturado), bem como de 4cidos monoinsaturados, di-insaturados e tri-insaturados, e
teores menos consideraveis de acidos poli-insaturados (PUFA), com exce¢do apenas para a
M3C. O que tende a ser caracteristico do género Synechococcus e da maioria das

cianobactérias.
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A quantidade desses acidos se relacionarda diretamente com as propriedades do
biodiesel produzido. Assim, esses dois grupos devido ao seu teor de insaturacdao elevado,
principalmente quando comparado com oleaginosas convencionais, terdo provavelmente

maior propensao a oxidagao.

Figura 3.1 — Composi¢do de ésteres por grau de saturagdo das doze espécies de microalgas

estudadas.
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3.3 Predicao das propriedades do biodiesel de microalgas

A aceitabilidade do biodiesel proveniente do 6leo de microalgas, como substituto do
diesel fossil, ou at¢ mesmo como presenca marcante na matriz energética junto com as demais
oleaginosas ¢ fortemente dependente do cumprimento das especificacdes dos pardmetros de
qualidade combustiveis, normatizados por alguns 6rgados reguladores (RAWAT et al., 2013).
Esses padroes de qualidade sdo necessarios porque permitem o monitoramento € evitam
prejuizos quanto a qualidade das emissdes da queima, desempenho e a integridade do motor,
assim como a seguranc¢a no transporte e manuseio. As caracteristicas fisicas e quimicas do

biodiesel podem variar em decorréncia do tipo de estruturas moleculares dos seus ésteres
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constituintes e da presenga de contaminantes na matéria-prima, formados no processo
produtivo ou durante a estocagem do biodiesel (LOBO et al., 2009).

Em linhas gerais, quanto maior a cadeia hidrocarbonica, maior o indice de cetano, que
¢ a escala que define a qualidade do combustivel em relacdo ao poder de autoinflamagao; a
viscosidade, assim como os pontos de névoa e de entupimento (KNOTHE, 2008). Em relacao
as insaturagdes, quanto maior o nimero, menos estavel o biodiesel a oxidagdo. Dessa forma,
um biodiesel com predominancia de acidos graxos monoinsaturados sao os que apresentam os
melhores resultados nas propriedades pertinentes (KNOTHE et al., 2009; 2005).

O indice de iodo ¢ um método convencional utilizado para determinar o grau de
insaturagdo de 6leos, gorduras e biodiesel, como indicativo de sua propensdao aos processos
oxidativos que originam a formacao de depositos e problemas no motor. Das espécies de
microalgas avaliadas, (FIGURA 3.2b), as cloroficeas apresentaram, em sua maioria, valores
elevados desse indice, principalmente a D173WC (148 mg L,/g). O que decorre dos elevados
valores de ésteres insaturados, principalmente o linolénico (23,9% para essa espécie), que
apresenta duas posigoes bis-alilicas em sua estrutura, com consequente facilidade de abstragcao
dos hidrogénios devido a menor energia de dissociacao dessas ligagdes quando comparadas as
posicdes meramente alilicas (SHAHIDI e ZHONG, 2010; KNOTHE, 2005). Vale ressaltar,
que este parametro ndo ¢ especificado pela ANP, mas a norma européia EN 14214 estabelece
um valor maximo de 120 mg I,/g, pelo qual inferiu-se que das microalgas avaliadas apenas
duas ndo atenderam essa especificagdo, a D173WC e a D109WC. As demais apresentam
valores que variam de 64,0 a 111,6 mg I,/g, inferiores a oleaginosas potenciais da matriz de
produgdo de biodiesel, como a soja e girassol que apresentam respectivamente 128 e 132,6

mg /g (FERRARI e SOUZA, 2009).
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Figura 3.2 — Predi¢do das propriedades do biodiesel de microalgas.
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A viscosidade cinemadtica representa outro parametro critico para o biodiesel, por
afetar os sistemas de bombeamento e inje¢do em motores, podendo comprometer ainda a
atomizacdo do combustivel. Na Figura 3.2 (d), observa-se que todas as microalgas exibiram
valores de viscosidade dentro dos limites estabelecidos pela resolu¢io ANP (3 a 6 mm® s™),

2 s'l) e nas

sendo os maiores valores encontrados na cloroficea D133WC (4,77 mm
cianobactérias M6C (4,76 mm® s™') e M27C (4,72 mm® s™"). Essas espécies apresentaram os
menores teores de ésteres poli-insaturados que, devido a geometria espacial de suas cadeias,
tem interacdes entre os orbitais m bastante diminuida, com fracas for¢as intermoleculares, do
tipo Van der Waals, resultando em um empacotamento bastante dificultado (SHU et al.,
2007).

O biodiesel proveniente das doze microalgas atendeu as especificagdes no que diz
respeito a densidade (0,85-0,90 kg L"), com valores praticamente constantes (0,88 kg L™),
Figura 3.2 (f). Isto ocorre porque quanto maior o comprimento da cadeia carbonica do
alquiléster, maior serd a densidade, no entanto, este valor decrescera quanto maior for o
numero de insaturagdes presentes na molécula (KNOTHE, 2008). Como as microalgas
apresentam perfis distintos de ésteres de cadeias longas e poli-insaturadas os valores de
densidade tendem a ndo variar significativamente. Estudos apontam que a densidade
relaciona-se diretamente ao poder calorifico do biodiesel (ALPTEKIN e CANAKCI, 2008),
assim também ndo foram notadas grandes diferenciacdes nos valores referentes ao poder
calorifico para os grupos de microalgas, constatou-se apenas variagdes entre 39,7 a 41,7 MJ
kg, valores estes superiores a fontes convencionais como a soja, girassol e sebo bovino
(HOEKMAN et al., 2012). Nao existe especificacdo para esse parametro, mas sabe-se que
quanto maior o poder calorifico maior ¢ a energia do combustivel.

Analisando o indice de cetano, Figura 3.2 (c), pode-se dizer que todas as microalgas
atenderam ao parametro citado pelas normas americana ASTM D6751 e européia EN 14214,
de no minimo 47 e 51, respectivamente, com destaque para as cepas DI133WC e M6C, ambas
com indice de 59 e os menores valores em torno de 51 e 53 para a D173WC e D109WC,
respectivamente. Algumas oleaginosas terrestres foram avaliadas, tais como: palma, oliva,
amendoim, soja, girassol, uva, milho e canola, ¢ foram obtidos nimeros de cetano entre 48 e
61, sendo o da soja, a oleaginosa mais utilizada no Brasil para a producdo de biodiesel, de 49
(RAMOS et al., 2009). Esses dados corroboram diretamente com o teor de saturagdo dos
¢ésteres constituintes.

O ponto de entupimento de filtro a frio do biodiesel € outro parametro importante e

correlaciona-se a cadeias alquilicas longas e principalmente saturadas, pois essas sdo mais
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propensas a nucleacdo e posterior cristalizagdo a baixas temperaturas, restringindo, assim a
circulacao do combustivel pelos filtros e sistema de alimentagdo durante a partida do motor. A
ANP indica valores limitantes para este parametro por regides brasileiras, bem como por
periodos sazonais, € os valores maximos variam de 5 a 19 °C. Neste sentido, os valores
obtidos para as espécies variaram de -9,6 a 4,3 °C, com todas atendendo a essa especificacao
disposta para algumas regides brasileiras.

Uma abordagem estatistica (Analise de Componentes Principais - PCA) foi aplicada
aos dados das espécies de microalgas com base nos perfis de éster de acido graxo, no tocante
as estimativas das caracteristicas de biodiesel: indice de 1odo (IV), viscosidade cinematica a
40 °C (p), indice de cetano (CN), ponto de entupimento de filtro a frio (CFPP) ¢ apresentada
na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Varia¢ao da producdo lipidica das classes de microalgas com as propriedades preditas do

biodiesel.
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As duas componentes principais explicaram 88,9% da variagdo total observada. As
varidveis mais importantes sdo aquelas que apresentam os maiores pesos para PCl e esta
relacionada, principalmente, com o aumento do indice de cetano. Do lado inferior esquerdo
do grafico se destaca a cloroficea D173WC, que apresenta baixo indice de cetano e elevado

indice de iodo. Esta microalga, além de apresentar baixa producdo lipidica, ¢ capaz de gerar
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biodiesel com elevada susceptibilidade a oxida¢do devido ao indicativo dos teores de
insaturagdes presentes nas moléculas dos triacilglicerdis, observado pelo indice de iodo.

E possivel observar ainda na PC1, que as amostras M6C, M27C, DI121WC, D115WC
e D82Z possuem elevados indices de cetano. Esse fator seria interessante na producdo de
biodiesel, pois forneceria uma boa caracteristica de ignicdo. Além de que, essa classe de
microalgas possui uma producdo lipidica significativa viabilizando sua utilizacdo na produgao
desse biocombustivel.

A produtividade lipidica, com peso negativo em PCI1, ¢ responsavel por discriminar a
amostra D101Z e DI09WC. Essas espécies apresentam elevada producdo lipidica, baixo
PEFF, e no caso da D101Z indice de iodo pouco acentuado. A combinacao desses parametros,
na D101Z, propde um biodiesel com caracteristicas de qualidade bastante adequadas para o
cumprimento das especificagdes vigentes e com aplicabilidade para produgdo em larga escala,
visto os valores de produtividade.

A andlise estatistica discriminou a amostra D101Z das demais como resultado de sua
elevada produtividade lipidica e parametros combustiveis adequados. A D121WC mostrou-se
muito produtiva, ¢ com elevado indice de cetano, o que poderia qualificar também essa
espécie para uma producdo de biodiesel em massa.

De forma geral, ndo foi possivel observar tendéncia entre os grupos das cianobactérias
e o das cloroficeas através das propriedades previstas para o biodiesel, levando em
consideragdo o perfil de ésteres de cada espécie, pois independente do grupo houve

diversificacao nos valores de cada parametro.

3.4 Comparacao entre o indice de iodo calculado e analisado na amostra

Com a finalidade de avaliar a aplicabilidade das equagdes prescritas nos parametros de
qualidade do biodiesel, o indice de iodo foi analisado nas amostras de microalgas estudadas
(Tabela 3.3). E o que foi observado foram valores proximos para as duas condi¢des em todas
as amostras, o que pode ser um indicativo importante para o uso dessas equagdes para prever
as propriedades do biodiesel das microalgas.

Vale ressaltar que os valores de iodo analisados foram na maioria das amostras
inferiores aos indices calculados, o que pode residir no fato de as amostras sofrerem quebra
das insaturacdes no processo produtivo decorrente dos diversos mecanismos de auto-oxidacao

e/ou foto-oxidacao que o biodiesel pode sofrer.
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Tabela 3.3 — Valores de indice de iodo calculado por equagoes e analisado pelo método AOCS.

Espécies Iodo calculado (mg I,/100g) Iodo analisado (mg 1,/100g)
D101Z 108.,6 110,2
D115WC 86,3 79,5
D121WC 93,8 88,7
D132WC 107,9 102,6
D133WC 64,0 71,4
D173WC 148,1 139,5
M3C 103,4 100,1
M6C 64,8 62,5
M27C 69,9 60,4
D397 111,6 102,5
D&27 83,4 75,6
D109WC 121,3 109,8

4. CONCLUSOES

Das doze espécies de microalgas avaliadas, constatou-se que apenas duas,
Monoraphidium contortum (D173WC) e Synechococcus nidulans (D109WC), ndo atenderam
a alguma especificagdo de qualidade combustivel. Sendo que esse desacordo ocorreu para o
indice de iodo, que ndo apresenta valor fixo limitante, mas valor indicativo. Inferiu-se ainda
que a cloroficea Chlorella sp. (D101Z) foi a que apresentou maior potencialidade para
produgdo de biodiesel, principalmente porque retine elevada produtividade de biomassa e de
lipideo e melhores parametros de qualidade. Contudo, outras espécies também se mostraram
adequadas, tanto em termos de produtividade, quanto de propriedades combustiveis, como a
DI32WC, D121WC, D115WC e M3C.

Vale ressaltar ainda que a maioria das espécies estudadas ndo foram encontradas na
literatura com a finalidade proposta, bem como as que ja foram relatadas apresentaram
parametros diferenciados, com menor potencial devido, devido provavelmente as condigdes

mais favoraveis de adaptagdo que a regido Nordeste propicia para as espécies.
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COMPOSICAO BIOQUIMICA E TEORES DE ESTERES EM QUATRO ESPECIES
DE MICROALGAS CULTIVADAS EM ESGOTO DOMESTICO E EM RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS*

RESUMO

Microalgas sao fontes potenciais de lipideos para producao de biodiesel. No entanto, o cultivo
desses micro-organismos para tal finalidade ¢ apenas vidvel do ponto de vista ambiental e
econdmico, quando apresenta elevada produtividade de biomassa e de lipideos e estiver
associado ao uso de residuos como meio de cultura. Neste trabalho, procurou-se testar a
eficacia de diferentes meios alternativos preparados a partir de diversos tipos de efluentes,
avaliando a capacidade de crescimento e produtividade de biomassa de quatro espécies
regionais de microalgas nesses meios. Os cultivos foram desenvolvidos em condigdes
controladas de luz e temperatura, com fotoperiodo de 12 horas. As respostas de crescimento
foram acompanhadas por contagem celular, comparando-se a eficacia de crescimento nesses
meios com o cultivo em meio sintético e determinando-se, ao final dos cultivos, a composicao
bioquimica e o perfil de ésteres na biomassa obtida nas condi¢des testadas. Foram utilizados
extrato de biocomposto hortifratis (BH); biocomposto derivado de bagaco de cana-de-agticar
e vinhaca (BV), biocomposto preparado com esterco de galinha (BG) e esgoto doméstico
municipal (ESG). Os meios ESG ¢ BH mostraram-se muito promissores para o cultivo das
microalgas selecionadas, especialmente para Chlorella sp., Chlamydomonas sp. e
Lagerheimia longiseta que apresentaram rendimento maximo celular superior ao controle
nesses meios. As concentracdes mais elevadas de lipideos foram obtidas em BH. Alteragdes
na composicao bioquimica e nos teores de ésteres das espécies foram observadas nas
condigdes testadas. Os dados demonstram viabilidade para o cultivo de microalgas e producao
de biomassa em meios alternativos preparados a partir dos efluentes ESG e BH e

consequentemente a producao de biodiesel.

Palavras—chave: 4guas residuais, meio alternativo, biocombustivel, biorremediagao.

* Artigo publicado na Revista Bioresource Technology, v.221, p.438-446, 2016.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem havido uma crescente preocupacdo com a escassez dos
combustiveis fosseis e com a utilizagdo de energias renovaveis para suprir as necessidades
energéticas e ambientais da sociedade atual (DRIRA et al., 2016). A bioenergia, que inclui o
biometano, o bioetanol, e o biodiesel, produzidos a partir de organismos fotossintéticos se
constitui como fonte promissora, por ser renovavel, biodegradavel, ¢ menos toxica quando
comparada com os combustiveis derivados do petroleo (CHO et al., 2011).

As microalgas sdo candidatas potenciais para estes usos visto que muitas espécies
apresentam elevada eficiéncia fotossintética e grande producdo de biomassa e acumulagdo de
triacilglicerdis. Entretanto, a producdo comercial das microalgas ainda tenta superar a questao
da viabilidade econdmica, devido aos altos custos operacionais, principalmente associados
aos meios de cultura (JEBALI et al., 2015).

Os cultivos desses organismos requerem nutrientes em quantidades significativas,
afetando, assim, o valor final do produto (LEVINE et al., 2011). No entanto, microalgas
podem crescer em condi¢cdes muito variadas de cultivo, e muitas espécies sdo capazes de
utilizar nutrientes de dguas residuais (BRENNAN ¢ OWENDE, 2010; HU et al., 2008) com
substrato para crescimento. E nesse sentido que se busca pela produgio de biomassa de
microalgas em efluentes como solucdo economicamente vidvel para produzir
biocombustiveis, e diversos coprodutos de importancia a biotecnologia.

Um dos grandes problemas da nossa sociedade ¢ o grande volume de residuos
domésticos e oriundos dos diversos processos produtivos industriais que alimentam o atual
modelo econdmico. Se descartados ao ambiente de forma indevida tais residuos podem
provocar inumeros efeitos indesejaveis, indicando que eles necessitam de tratamentos
adequados a fim de minimizar tais interferéncias. A presenca de compostos toxicos como
metais pesados e agrotoxicos nesses efluentes, e a eutrofizacdo de corpos hidricos por
descargas de nitrogénio e fosforo trazem sérios riscos ao ambiente e a vida humana (CAI et
al., 2013) e necessitam de atengao urgente.

As microalgas podem ser uma solucdo extremamente eficaz no tratamento desses
efluentes, ndo somente pela capacidade que elas tém de absorverem os nutrientes do meio e
produzirem biomassa, mas também por removerem diversas substancias nocivas (KOTHARI
et al., 2013). Tal habilidade faz com que as microalgas possam ser cultivadas em meios

preparados com aguas residuais diversas, minimizando assim os custos de produgdo de



103

biomassa e criando perspectivas reais de inimeras aplicagdes biotecnoldgicas, inclusive na
produgdo de energia.

Inimeros efluentes t€ém sido testados como meios alternativos para a producdo de
biomassa de microalgas: de laticinios (HENA et al., 2015), de suinocultura (ZHU et al.,
2013), da agroindustria canavieira (RAMIREZ et al, 2014), esgoto doméstico
(KLIGERMANN et al., 2015), manipueira (BORGHETI, 2009), da industria de papel e
celulose (GENTILI, 2014), de tanques de cultivo de peixes (MANDAL e MALLICK, 2011),
da producao de cerveja (FAROOQ et al, 2013), de carpetes (CHINNASAMY et al., 2010),
do processamento do 6leo de palma (LAM e LEE, 2011) e de azeite (HODAIFA et al., 2009),
dentre outros.

Mas apesar das inimeras pesquisas sobre este tema ainda ha limitagdes substanciais no
que diz respeito a diversificagdo das fontes dos residuos utilizados, bem como nos seus
processos de pré-tratamento (GENTILI, 2014). Por outro lado, nem todas as espécies crescem
adequadamente em meios formulados a partir desses residuos, de forma que a selecdo de
espécies tolerantes a determinadas efluentes torna-se um critério essencial para uma produgao
maxima de biomassa (JEBALI et al., 2015).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o crescimento de espécies regionais de
microalgas (Chlorella sp., Chlamydomonas sp., Lagerheimia longiseta e Pediastrum tetras)
em cinco meios alternativos formulados a partir de esgoto municipal e de diferentes residuos
de origem agroindustrial, visando avaliar a influéncia destes meios na produtividade e

composi¢ao bioquimica da biomassa obtida.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao de espécies e cultivo em condic¢des controladas

Para este estudo foram selecionadas quatro espécies de microalgas isoladas de
diferentes ambientes dulcicolas da regido Nordeste do Brasil: Chlorella sp. (D101Z), isolada
da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE), Mangabeira, Jodo Pessoa — PB; Chlamydomonas
sp. (D132WC), isolada da Cachoeira da Purificacdo, Chapada Diamantina, Vale do Capao -
BA; Lagerheimia longiseta (D133WC), isolada do Agude Malhada Limpa — RN e Pediastrum
tetras (D121WC), isolada do acude Prainha, municipio de Frei Martinho-PB, as quais vém
sendo mantidas no banco de cultura de microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia de Microalgas da Universidade Federal da Paraiba (LARBIM/UFPB) em meios
sintéticos. Essas espécies foram cultivadas em meios alternativos preparados a partir de
esgoto doméstico (ESG), biocomposto de hortifrutis (BH), biocomposto de vinhaca (BV),
biocomposto produzido a partir de esterco de galinha (BG) e em esterco de galinha bruto
(EG). Como controle foram usados o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) para a primeira
espécie, ¢ o0 meio WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972) para as demais. Essas espécies
foram selecionadas pela sua capacidade de produzir ésteres metilicos de acidos graxos em
quantidades superiores as da soja.

Os cultivos foram desenvolvidos em camara de cultivo climatizada (25+1°C,
fotoperiodo de 12 horas e iluminacdo de 150 umol.fotons.cm™.s™) em triplicata, em baldes
contendo 5L de meio de cultura com aeracdo. O crescimento das espécies foi acompanhado
por contagens celulares em camara de Fuchs Rosenthal, em microscépio binocular Leica.

Os experimentos foram interrompidos no inicio da fase estaciondria e a biomassa
produzida foi concentrada em centrifuga refrigerada a 18 °C, congelada em ultrafreezer (-30
°C) e liofilizada. Os seguintes parametros relacionados com a cinética de crescimento foram
determinados: tempo de cultivo, duracdo da fase log (dias), velocidade de crescimento (k),
que representa a taxa de duplicacdo celular por dia, calculado segundo a equacdo descrita em
Fogg & Thake (1987), e rendimento maximo da cultura (R), que corresponde a densidade
celular obtida no final de cada experimento subtraida da densidade celular inicial do cultivo

(indculo).
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2.2 Preparacio dos meios de cultura

Os extratos de biocompostos utilizados como meios alternativos foram preparados
com os seguintes residuos agroindustriais e de alimentos: biocomposto de hortifrutis (BH),
preparado a partir da compostagem de restos de legumes e verduras descartados durante a
comercializagdo e adquirido junto a EMPASA (Empresa Paraibana de Abastecimento e
Servigos Agricolas), localizada no Municipio de Jodo Pessoa — PB; biocomposto preparado
com bagaco de cana-de-agucar e vinhaca residual do processo de producdo da industria
sucroalcooleira (BV), obtidos da usina Japungu, Santa Rita, PB, através do Sindicato dos
Produtores de Aciicar e Alcool da Paraiba (SINDALCOOL) e bicomposto preparado com
esterco de galinha (BG), cedido pela Empresa Guaraves Alimentos, localizada no Municipio
de Guarabira — PB. Também foram testados como meios alternativos o esterco bruto de
galinha poedeira, obtido junto a uma granja no municipio do Conde—PB e esgoto doméstico
(ESG), proveniente de tratamento secundério, coletado na Estacdo de Tratamento de Esgoto
da Companhia de Agua e Esgoto da Paraiba (CAGEPA).

A preparacdo dos extratos dos biocompostos e do esterco de galinha foi realizada de
acordo com o procedimento descrito por Erd-Schreiber modificado (GROSS, 1937), onde a 1
kg dos referidos residuos sélidos foi adicionado 1L de agua destilada, seguido de aquecimento
por 30 minutos em autoclave, filtragdo e esterilizagdo dos liquidos. Os extratos foram
mantidos em refrigeracdo e em condicdo estéril. O esgoto doméstico foi filtrado e
autoclavado, imediatamente apds a coleta.

A preparacdo dos meios consistiu da adicdo em agua destilada autoclavada dos
extratos dos biocompostos e de esterco de galinha nas concentragdes respectivas de 10 mL L™
e 5mL L' , acrescentando-se a seguir, a cada meio, solugdes de nitrato e fosfato, nas
propor¢des de 1 mL L™, seguido do ajuste do pH para neutralidade (GROSS, 1937). O meio
preparado a partir do esgoto doméstico foi elaborado diluindo-se 0 mesmo para 25% (v/v)
com agua destilada autoclavada, por se ter constatado em ensaios prévios ser esta a diluicao

que promovia as melhores taxas de crescimento nas espécies testadas.

2.3 Analises fisicas e quimicas

A qualidade dos meios de cultivo foi avaliada através de parametros fisicos e

quimicos, como pH, condutividade elétrica, s6lidos totais dissolvidos, turbidez, cloretos,
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dureza, nitrito, nitrato, amoénia, fosfato, e DQO, segundo os procedimentos analiticos do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).

As proteinas hidrossoluveis foram quantificadas na biomassa seca obtida em cada
cultivo empregando-se o método de Lowry et al., (1951), e utilizando albumina bovina como
padrdo; os carboidratos foram analisados pelo método adaptado de Kochert (1978),
empregando-se glicose como padrdo e os lipideos totais foram obtidos por gravimetria, de
acordo com metodologia adaptada de Folch et al., (1957).

O rendimento e a analise do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos das quatro
espécies estudadas foram obtidos segundo o procedimento de transesterificagdo direta da
biomassa microalgal adaptado para microescala, conforme Menezes et al., (2013). Os ésteres
metilicos obtidos nesse processo foram identificados via cromatografia em fase gasosa usando
um cromatografo a gas Agilent 7890, equipado com detector FID e injetor split/splitless. A
coluna capilar utilizada foi a DB-WAX (30 m x 0.25 mm x 0.25 um); o forno operou sob
temperatura inicial de 70 °C, sendo aquecido a 10 °C min™ até 240 °C, e mantido por 13
minutos, sendo novamente aquecido a 5 °C min" até 250 °C; o injetor foi mantido a

temperatura de 310 °C.

2.4 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados do crescimento das espécies nos diferentes meios testados foram
analisados estatisticamente com o programa Statistica 7.0. A normalidade e a
homocedastidade das variancias dos dados foram testadas através dos testes de Shapiro-Wilk
e Levene, respectivamente. As médias dos nimeros de células entre os meios de cultivos
testados foram comparadas pelo teste one-way ANOVA (post-hoc Tukey-HSD). Para todas as

analises foi considerado P < 0,05 como nivel de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas fisicas e quimicas dos meios de cultivo

Os meios alternativos preparados com os diferentes tipos de residuos demonstaram

diversificagdio em sua composi¢cdo nutricional, provavelmente devido a sua composi¢ao
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originaria, local de obtencdo e processos de tratamento que os mesmos foram submetidos
(KLIGERMAN e BOUWER, 2015). No entanto, todos apresentaram teores significativos de
nitrogénio e fosforo, especialmente os formulados com biocompostos cujos valores de nitrato
variaram de 56,7 mg L em BG a 63,7 mg L' em BH e de fosfato de 31,5 mg L' em BG a
36,2 BV mg L. Os menores valores desses nutrientes foram registrados no meio preparado a
partir de esgoto doméstico (Tabela 4.1). Esses achados corroboram com dados da literatura
que se referem as aguas residuais municipais como tendo menores concentragcdes de
nitrogénio (de 15-90 mg L) e fésforo (de 5-20 mg L") do que residuos provenientes da
produgdo animal. Residuos da suinocultura, por exemplo, chegam a apresentar valores de
nitrogénio total e de fosforo total que podem chegar a 3213 mg L' e 987 mg L7,
respectivamente (CAl et al., 2013).

Tabela 4.1 — Pardmetros fisicos e quimicos dos meios de cultura utilizados no cultivo das microalgas.

Parametros / meios WwWC Zarrouk ESG BH BV BG EG

NO; (mg L™ 42,6 71,3 40 63,7 62,7 56,7 49,5
NO, (mgL™) 0,0117 0,0027 0,0012 0475 0,016 0,022 0,041
NH," (mg L") <0,01 <0,01 8,7 1,3 0,6 <0,01  <0,01
PO, (mg L™ 2,8 12,6 13,5 31,6 36,2 31,5 27,6
Dureza Parcial de Ca®*
(mg CaCO; L) 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
Dureza Parcial de Mg®*
0,6 1 0,1 0,7 0,3 0,7 0,4
(mg CaCO3 L-l) s 5 s s s D
Cl'(mgL™) 46 42 14 62 49 60 65
Condutividade eletrica 19,4 0253 0374 0339 0337 0,667
(mScm™)
Soélidos totais
193 12000 105 243 220 219 426
dissolvidos (mg L™)
Turbidez (NTU) 4,63 0,71 2,37 4,40 9,68 4,49 23,8
DQO (mg O,L ™) 36 48 128 208 260 298 448

As necessidades nutricionais das microalgas incluem, além de nitrogénio e fosforo,
também diversos micronutrientes em quantidades consideraveis, com limites e relagdes
especificas para cada espécie (KLIGERMAN e BOUWER, 2015). No presente estudo os
valores de condutividade elétrica e os teores dos so6lidos totais dos meios utilizados foram
similares aos encontrados no meio WC, sugerindo a presenca de diversos ions que podem se
configurar como macro e micronutrientes, indicando que as concentracdes desses elementos

sdo suficientes para o cultivo de microalgas nesses meios. A formulacdo do meio Zarrouk
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mostra-se muito mais seletivo, visto que apresenta condutividade elétrica e carga de solidos
totais muito superiores, da ordem de 65,31 e 62,17 vezes mais elevados, respectivamente.

A turbidez ¢ a DQO também se apresentam como parametros de interesse para
determinar a adequacao de aguas residuais para o crescimento de microalgas. Elevada
turbidez pode comprometer a penetragao da luz no cultivo e limitar o processo de fotossintese.
Excetuando os meios preparados com esterco de galinha e com biocomposto de bagaco de
cana e vinhaga, que apresentaram valores mais elevados deste parametro, todos os demais
mostraram valores compativeis com a turbidez do meio WC (Tabela 4.1). Os valores de DQO
mais elevados ocorreram nos meios preparados com biocomposto e esterco bruto de galinha.
Este ultimo apresentou uma superioridade de 9 a 12 vezes em relacdo aos meios sintéticos
WC e Zarrouk. Contudo, estes valores, mesmo elevados entre os meios em estudo, sdo
inferiores ao relatado por Zhu et al., (2013) quando cultivaram Chlorella em residuo suino e
alcangaram elevada produtividade de lipideos (110,5 mg'1 L' dh quando a DQO inicial foi
diluida para 1900 mg L™

Wang et al., (2012) trabalhando com Chlorella pyrenoidosa demonstraram que altos
valores de DQO podem suprimir o crescimento inicial das microalgas devido a limitacao do
fluxo luminoso causado por algumas substancias organicas de alto peso molecular. Contudo,
estas mesmas substancias podem possibilitar a microalga crescer de forma mixotrofica

produzindo altas concentra¢des de biomassa.

3.2 Parametros de crescimento das microalgas

As quatro espécies de microalgas mostraram diferentes respostas de crescimento em
cada um dos meios alternativos testados (Figura 4.1). As maiores respostas foram registradas
em Chlorella sp. (D101Z), Chlamydomonas sp. (D132WC) e Lagerheimia longiseta
(D133WC) especialmente em ESG e extrato de BH, superando, nessas condi¢des, inclusive o
cultivo controle. Esses dois meios apresentaram elevadas taxas de crescimento (k), maiores
valores de rendimento celular e concentracao de biomassa, e maiores valores de produtividade

(Tabela 4.2).
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Figura 4.1 — Curvas de crescimento das quatro espécies de microalgas cultivadas nos diferentes meios
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A dificuldade de cultivar microalgas em efluentes tratados anaerobicamente, devido a

coloragdo escura do meio, ja havia sido ressaltada por Gonzalez-Fernandez et al., (2011).

Wang et al., (2010) também demonstraram que apenas meios com turbidez inferior a 95 NTU,

obtidos a partir de dilui¢des, ndo seriam afetados por problemas de difusdo de luz e inibigao

do crescimento em ensaios com Chlorella sp. em meio preparado a partir de esterco digerido

anaerobicamente. No presente estudo, todos os meios utilizados apresentaram valores de

turbidez muito inferiores do que o maximo sugerido por Wang et al. (2010) de modo que

todos se mostram apropriados ao cultivo de microalgas no que concerne a este parametro.

O rendimento maximo celular de Chlorella sp. no meio ESG e no meio BH chegou a

ser, respectivamente, mais que o dobro e cerca de 1,4 vezes a mais do que o registrado no
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meio controle, sendo as diferencas significativas (F= 35,53; gl= 48; P= 0,0001; Fig. 4.1,
Tabela 4.2), porém, nos outros meios o crescimento foi incipiente apenas em BV. O maior
crescimento desta espécie em meio ESG associa-se, provavelmente, ao fato desta ter sido
isolada justamente de uma estacdo de tratamento de esgotos, portanto ja adaptada as
condi¢des nutricionais utilizadas. Este fato pode ser um indicativo de que sua aptiddo em
crescer em meios muito ricos em nutrientes seja consequéncia de suas exigéncias nutricionais,
moldadas pela natureza quimica, no decorrer de um longo processo adaptativo. Este achado ¢
muito relevante por indicar que ambientes indspitos podem abrigar espécies apropriadas ao
cultivo em meios residuais (CHINNASAMY et al., 2010), sendo este um importante caminho
a ser investigado em trabalhos futuros visando o cultivo de microalgas em meios alternativos

para aplicacdes biotecnologicas.

Tabela 4.2 — Parametros cinéticos de crescimento das microalgas estudadas nas diferentes condigdes

testadas.
Rendimento Concentracao | Produtividade
Espécie Meio k maximo celular | de Biomassa Biomassa
(cél mL™) (mg L™ (mg L'd™")
Z 1,74+0,31 2,65x10° 545 948,3
ESG | 2,15+0,18 5,5x10° 1805 3880,7
Chlorella sp. BH 1,96+0,08 3,50 x10° 183 358,7
(D1012) BV | 0,36+0,04 0,90 x10° 112 40,3
BG | 0,13+0,02 0,24 x10° 52 6,8
EG | 0,07+0,03 0,06 x10° 62 43
WC | 0,95+0,27 4,28x10° 371 3524
ESG | 1,62+0,43 6,87x10° 326 528.1
Chlamysi"m"”"s BH | 1,2840,17 4,84x10° 483 6182
: BV | 0,74+0,11 3,89x10° 72 53,3
(DI32WC) BG | 0,92+0,08 3,68x10° 188 172,9
EG | 0,53+0,14 3,73x10° 364 192,9
WC | 0,55+0,08 0,91x10° 430 236,5
Lagerheimia ESG | 1,14+0,27 1,19x10: 111 126,5
longiseta BH | 1,03+0,41 1,07x108 380 3914
(D133WC) BV | 0,09+0,03 0,31x108 16 1,4
BG | 0,47+0,14 0,77x10 123 57,8
EG | 0,39+0,09 0,69x10° 105 40,9
WC | 0,81+0,26 3,29x10° 508 411,5
ESG | 0,05+0,02 0,12 x10° 62 3,1
Pediastrum tetras BH 0,46+0,14 1,40 x10° 142 65,3
(D121WC) BV | 0,08+0,01 0,64 x10° 53 4,2
BG | 0,10+0,05 0,48 x10° 26 2,6
EG | 0,06+0,04 0,16 x10° 19 1,1
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A espécie Chlamydomonas sp. mostrou excelente crescimento em todos os meios, sem
apresentar diferenca estatistica significativa (F = 1,5001; gl = 36; p = 0,214; Fig. 4.1b), nas
contagens celulares, entre as condigoes testadas. Os rendimentos maximos foram obtidos nos
meios ESG e BH, sendo que em ESG foi superior aos demais, possivelmente devido a maior
concentragdo de nitrogénio amoniacal. Escudero et al. (2014) observaram que
Chlamydomonas acidophila apresenta grande capacidade de assimilagdo de nitrogénio
amoniacal e ¢ promissora para remog¢ao de nutrientes de residuos digeridos anaerobicamente.

A espécie Chlamydomonas sp. foi a unica a apresentar rendimento maximo muito
proximo do controle nos meios BV e EG (Figura 4.1b, Tabela 4.2). Este achado ¢ relevante
visto que varios autores tém relatado que substancias fenodlicas e melanoidinas presentes na
vinhaga causam inibi¢dao no crescimento ou toxicidade a determinadas espécies de microalgas
(RAMIREZ et al.,2014). Marques et al., (2013), por exemplo, constataram que a vinhaca
mostrava-se altamente toxica para Chlorella vulgaris em concentragdes superiores a 4%.
Olguin (2012) relata que a biodigestdo da vinhaca pode promover a mineralizagdo de
compostos e redugdo de substancias toxicas favorecendo o crescimento celular, podendo ser
este um caminho promissor a ser investigado no tocante ao tratamento deste residuo e
producdo de biomassa microalgal para aplica¢des biotecnoldgicas.

A Lagerheimia longiseta também mostrou crescimento em quase todos os meios
testados, exceto em BV. Em ESG e BH o rendimento maximo e a producdo de biomassa
foram superiores ao controle. Os dados das contagens celulares ao longo da curva de
crescimento foram estatisticamente diferentes (F = 3,0486; gl = 40; p = 0,027; Figura 4.1c;
Tabela 4.2), sendo as diferencas registradas no meio BG em relagdo ao ESG.

A espécie Pediastrum tetras cresceu apenas em BH, cujo rendimento maximo e
producdo de biomassa chegaram a ser a metade do que foi registrado no meio controle (Figura
4.1, Tabela 4.2). Park and Craggs (2014) constataram que a espécie Pediastrum boryanum
apresenta bom crescimento em aguas residuais de lagoas de estabilizacdo o que ndo foi
observado neste estudo no meio ESG.

As divergéncias observadas nos parametros cinéticos de crescimento das quatro cepas,
nos distintos meios alternativos estudados, mostram que cada espécie responde de forma
distinta as condi¢des de cultivo, e isto pode estar associado a natureza quimica dos meios
utilizados, inclusive devido a presenca de substancias toxicas que podem inibir o crescimento
de determinadas espécies (CAl et al., 2013).

Como as microalgas assimilam preferencialmente o nitrogénio amoniacal, pode-se

inferir que o maior desempenho das espécies D101Z, D132WC e D133WC em ESG (Tabela
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4.2) possa estar associado a presenca de maior concentracio de NH, nesse meio.
Corroborando esta assertiva, ha relatos de que o consumo de nitrato ndo ocorre até que a
amonia seja praticamente consumida (ESCUDERO et al., 2014).

As maiores concentragdes de biomassa foram registrados no meio ESG na Chlorella
sp. (D101Z) e no meio BH nas demais espécies testadas (Tabela 4.2), sendo que no primeiro
caso o valor foi muito mais expressivo, superando inclusive o meio controle em cerca de 3
vezes. Chlamydomonas sp. também apresentou concentracdo de biomassa superior ao meio
controle em 1,3 vezes. A produtividade didria em biomassa seguiu o0 mesmo padrdo, com
maior valor em Chlorella sp. no meio ESG, e nas demais espécies no meio BH. Chlorella sp.
e Chlamydomonas sp. apresentaram valores de produtividade de biomassa superiores ao meio
controle, aproximadamente na mesma proporcao. Esses dados demonstram que € possivel
produzir grandes quantidades de biomassa em meios alternativos preparados a partir de
residuos domésticos e agroindustriais, barateando assim os custos de producao.

Em outros tipos de residuos, valores elevados de biomassa também tém sido
observados, a exemplo de Woertz et al., (2009) quando cultivaram um mix das espécies
Actinastrum, Scenedesmus, Chlorella, Spirogyra, Nitzschia, Micractinium, Golenkinia,
Chlorococcum, Closterium ¢ Euglena em efluentes de laticinios diluido a 10% (0,5 g L) e
Abou-Shanabet al., (2013) com Scenedesmus obliquos cultivada em residuo suino (0,43 g L
1. Os valores méaximos de produtividade de biomassa observados, neste estudo, também sio
compativeis com dados registrados por McGinn et al., (2012) em cultivo de Scenedesmus sp.
em efluente secundério de esgoto (0,27 g L™ d) e por Bjornsson et al., (2013) em cultivo de
Scenedesmus sp. em residuos diluidos da digestdo anaerdbica de esterco bovino e suino

(151,2 ¢ 187,6 mg L' d”', respectivamente).

3.3 Composicao bioquimica

A composi¢do bioquimica das microalgas estudadas mostrou ser influenciada pela
natureza da cada meio alternativo testado (Figura 4.2). Considerando todas as condigdes
testadas, contatou-se que os maiores teores de proteinas foram encontrados nos meios BV e
BH para a cepa D101Z, BG para a cepa D132WC, BV paraa D133WC ¢ BH, BV ¢ EG para a
cepa D121WC, superando, nessas condigdes os teores registrados no meio controle. Chama
atengdo o maximo registrado para esta espécie que atingiu mais que 60% no meio BH e as

espécies D133WC e D132WC e D101Z que apresentaram valores proximos a 50% em meio
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BV. Nos demais meios os valores permearam entre 30 e 55%. Por sua vez, os teores mais
elevados de carboidratos (em torno de 60% para alguns meios) foram registrados nas espécies
D101Z e D133WC. Concentragdes pouco consideraveis também foram registradas nas
espécies D132WC (Controle, ESG ¢ BG) e DI121WC (BV). A maioria das espécies

apresentou teores expressivos em ESG, mesmo este tendo apresentado os teores de nutrientes

mais baixos (Figura 4.2).

Figura 4.2 — Componentes bioquimicos das quatro espécies de microalgas cultivadas nos diferentes

meios alternativos testados € no meio controle.
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Yao et al., (2015) obtiveram valores de proteinas e carboidratos similares aos
encontrados neste estudo para os géneros Chlamydomonas e Chlorella, quando cultivadas em
meio sintético. Nao ha relatos de valores de proteina e carboidrato de espécies cultivadas com
os extratos de biocompostos utilizados neste estudo. Ge ¢ Champagne (2016) verificaram que
os maiores teores de proteina foram registrados em meios com alto teor de nitrogénio em
cultivos de Chlorella vulgaris em diferentes concentracdes de esgoto doméstico. Estes autores
constataram que meios com teores mais elevados de nitrogénio (principalmente o NH,') e
fosforo propiciavam diminui¢ao nas concentragdes de carboidratos e aumento em proteinas.
Li et al. (2011) demonstraram que as células de microalgas possuem um nivel basal de amido
em cultivos com baixas quantidades de compostos nitrogenados, mas em ambiente rico em
nitrogénio as microalgas tendem a utilizar este nutriente para sintetizar mais proteinas, acidos
nucléicos e fosfolipideos e promover altas taxas de fixacdo de diéxido de carbono.

Quanto ao percentual lipidico, os maiores teores ocorreram na espécie D132WC em
praticamente todos os meios testados, enquanto que os menores valores foram registrados nas
cepas D101Z e D133WC. De forma geral, o meio BH apresentou os valores mais elevados,
muito embora nao se tenha observado grandes diferencas entre os diversos meios nos valores
registrados em cada espécie. Na cepa D132WC, os percentuais de lipideos variaram desde
pouco menos de 20% no meio BG até mais que 25% no meio BH (Figura 4.2). Os resultados
evidenciaram que o percentual lipidico praticamente ndo foi afetado com as variagdes dos
meios, apesar da diversificagdo nas concentragdes de nitrogénio e de outros nutrientes que,
segundo Li et al. (2014), interfere diretamente na sintese lipidica. Contudo, Drira et al. (2016)
apontam que outros parametros, como intensidade luminosa, pH e temperatura, podem
influenciar diretamente na acumulagao lipidica.

Os elevados teores de proteinas, carboidratos e lipideos nos varios meios alternativos
testados indicam que estes podem ser utilizados para diversas finalidades: producao de
biodiesel, agregando valor ao processo produtivo através do uso da biomassa residual da
extragdo lipidica (HU et al.,, 2008); incorporagdo da biomassa em ragdo animal em
substituicdo aos farelos convencionais e na aquicultura; fonte para produg¢do de outros
biocombustiveis como o etanol e o butanol, em funcdo dos altos teores de carboidratos na
biomassa obtida; produ¢do de metano e hidrogénio (LAKANIEMI et al., 2013) pela
fermentag¢do da biomassa residual obtida.

A literatura evidencia valores de lipideos proximos aos encontrados neste estudo em
outros substratos residuais, incluindo efluente urbano e residuo de laticinio digerido, com

valores de 11% (LI et al., 2011) e 10,1% (WANG et al., 2010) de lipideos, respectivamente,



115

em Chorella sp., e dguas residuais industriais, com 18,4 % de lipideos em Chlamydomonas
sp. (WU et al., 2012). Em esgoto doméstico tem-se verificado produtividade lipidica de
microalgas inferior a 10% (WU et al., 2014).

3.4 Esteres Metilicos de Acidos Graxos

A possivel aplicacdo de microalgas para producdo de biodiesel relaciona-se com a
concentragcdo em ésteres que cada biomassa pode produzir e sua relagdo com a concentracao
da biomassa produzida visto que estes parametros podem validar esta aplicagdo. Entretanto,
constatou-se que os maiores valores de biomassa nem sempre resultaram nos maiores teores
de ésteres nas diferentes condi¢des testadas.

Os maiores teores de ésteres foram registrados na cepa D121WC, especialmente nos
meios BH (598,5 mg g") e BG (638,7 mg g), porém, a produtividade em biomassa desta
espécie foi muito baixa. Por outro lado, a maior concentragdo de biomassa foi registrada na
cepa D101Z no meio ESG (1805 mg L), mas nesta condi¢io o teor de ésteres foi o mais
baixo (88,45 mg g), Figura 4.3. Valores acentuados de ésteres também foram observados
para a DI33WC (em torno de 500 mg g' em praticamente todos os meios), mas a
concentracdo de biomassa produzida ndo ¢ elevada, principalmente nos meios ESG (111 mg
L") e BV (16 mg L"), para possibilitar uma produtividade efetiva de ésteres frente a esses
meios. As maiores relagdes entre total de ésteres/concentragdo de biomassa foram registradas

na cepa D121WC C, na D133WC C e BH e na D132WC, nos meios ESG, BH ¢ EG.
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Figura 4.3 — Relacdo entre os teores de ésteres e a concentragao de biomassa obtida nos
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Dados da literatura evidenciam teores de ésteres muito variados em diferentes

espécies. Soares et al., (2014) registraram valores de ésteres de 50,2 mg g™ em Chlorella sp. e

636,4 mg g em Chaetoceros muelleri ¢ Menezes et al., (2013) reportaram teores de ésteres

entre 198 a 422 mg g”', superior aos 196,9 mg g obtido na soja, para as espécies Choricystis

sp., Monoraphidium komarkovae, Kirchneriella Ilunaris,

e Tetranephris brasiliensis

concluindo que estas espécies apresentavam potencial para producdo de biodiesel. Todas as

microalgas testadas superaram de forma efetiva o valor reportado para a soja na maioria das

condigoes testadas, o que as qualificam também como espécies potenciais para a producdo de

biodiesel.

3.5 Composicao quimica de acidos graxos

A literatura aponta que o contetido e a composicao de acidos graxos em microalgas

sdo especificas para cada espécie (HU et al., 2008) predominando, no geral, uma mistura de
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acidos graxos insaturados: palmitoléico (C16:1), oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e linolénico
(C18:3), bem como 4cidos graxos saturados: palmitico (C16: 0) e estearico (C18:0) (ABOU-
SHANAB et al, 2013). Esta mesma composi¢ao foi encontrada nas microalgas avaliadas, com
algumas variagdes em fung¢ao da composi¢cdo das aguas residuais utilizadas para os cultivos
(Tabela 4.3).

O é4cido palmitico (C16:0), que ¢é reconhecido por sua vasta aplicagdo na producao de
cosméticos (MOHAN et al., 2011) e que atualmente vem sendo apontado como um novo e
especifico inibidor do HIV-1 (LIN et al., 2011), foi encontrado com valores acentuados em
todas as espécies testadas principalmente quando cultivadas em esgoto doméstico e esterco
bruto de galinha, atingindo percentuais de 44,2 (D101Z, ESG), 35,1 (D132WC, EQG), 36,1
(D121WC, ESG) e 40,6% (D133WC, EQG), cabendo destaque para este ultimo que apresenta
um quantitativo de mais de 3 vezes o valor obtido no cultivo controle da referida espécie.

Em todas as espécies constatou-se uma divergéncia significativa na acumulagdo do
acido esteérico (C18:0), com valores extremamente elevados para as espécies D101Z, ESG
(21,7%), D132WC, ESG (13,5%), DI133WC, BG (25,7%) e DI121WC, BH (18,9%)
contrastando com os baixos valores registrados no meio controle ¢ nos demais meios nas
espécies D101Z (1,4-2,9%), D132WC (2,2-6,2%), D133WC (7,3-15,6%) e D121WC (5,4-
11,4%). Este acido apresenta relevancia para produ¢do de biocombustiveis, como biodiesel e
bioquerosene, e ainda na preparagdo de suplementos dietéticos (MOHAN et al., 2011), bem
como contribui para um aumento no nimero de cetano e estabilidade oxidativa do biodiesel.

O é4cido palmitoléico (C16:1) nao foi detectado em todas as amostras, assim, sua
representatividade nas espécies D133WC, EG (10,3%) e na D121WC, ESG (7,9%) deve ser
ressaltada, principalmente porque estes valores sdo superiores ao observado em algumas
microalgas relatadas na literatura, a exemplo da Isochrysis sp. (4,9%), Tetraselmis sp. (0,4%)
e Rhodomonas sp. (1,9%) (HUERLIMANN et al., 2010). A espécie D132WC, BG apresentou
40,2% de acido linolénico, uma particularidade frente as demais espécies e meios testados.
Este valor se assemelha ao obtido no 6leo de linhaga, que ¢ considerada uma das principais
fontes oleaginosas de -3, fundamental para prevencdo de doengas cardiovasculares e

aterosclerose (GOMEZ-CORTES et al., 2016).



Tabela 4.3 — Perfil de ésteres metilicos dos acidos graxos das microalgas.
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Esteres Metilicos de Acidos graxos (%)

Especies =160 Clerl  Cle:2  Cl16:3  CIS:0 CIs:l  C18:2 C17:3 CIS:3 C22:6 |SFA MUFA DUFA PUFA
10ICONT | 304 2.9 2.2 4.6 2.0 123 175 36 171 735 [324 152 197 326
101 ESG |442 28 ND ND 217 271 87 ND ND ND |659 279 87 ND
101BH |283 ND 1.8 42 1.4 117 150 48 234 93 |297 117 168 417
101BV  |38.6 27 1.8 3.5 2.9 149 138 49 49 ND |415 176 156 ND
101BG |386 ND ND ND 2.9 18,6 171 43 43 ND |415 186 171 86
101EG |362 ND ND ND 1.8 195 158  ND ND ND |38 195 158 ND
132 CONT | 3L.1 0.8 3.5 0.4 4.7 24 193 1.0 160 ND |358 232 228 174
132ESG |19.7 0.4 3.6 ND 135 371 173 04 81 ND [325 375 209 85
132BH |26 2.9 3.3 0.4 3,0 126 173  ND 254 87 |29 155 206 345
132BV  |329 3.1 2.2 4 6.2 286 11,1  ND 101 17 391 317 133 158
132BG  |25.7 3.9 ND ND 22 9.2 159 0.7 402 ND |279 131 159 409
132EG  |35.1 3.0 0,9 ND 42 183 88 0,6 289 ND [393 213 97 409
I33CONT | 119 ND ND ND 156 393 143 ND 3.7 ND |275 393 143 37
133ESG |211 13 ND ND 9.5 29 142  ND 35 ND |30 303 142 35
133BH |105 ND ND ND 125 192 114 ND 32 ND |23 192 114 32
133BV  |245 ND ND ND 7.3 513 114 ND ND ND [318 513 114 ND
133BG |26  ND ND ND 257 10,6 8.7 ND 95 ND |51.8 106 87 95
133EG  |40.6 103  ND ND 8.7 170 103  ND 131 ND |493 273 103 13,1
121 CONT | 26,5  ND ND ND 8.5 384 132  ND 86  ND |35 384 132 86
121ESG |36 7.9 ND ND 5.4 282 100 ND 124 ND |415 361 10 12,4
121BH  |331 ND ND ND 189 303 94 ND 67 ND |52 303 94 67
121BV  |29.1 ND ND ND 7.1 374 102  ND 108 ND |362 374 102 108
121BG  |204 ND ND ND 8.8 434 109  ND 08 ND |[292 434 109 08
121EG  |33.1 ND ND ND 114 282 11,6 ND 156 ND |445 282 116 156
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A presenca do C17:3 em algumas espécies e meios testados provavelmente esta
associada a contaminagdes bacterianas, visto que os cultivos ndo eram axénicos. A presenga
do docosahexaenoico (C22:6), importante 6mega-3 de alto valor nutrac€utico, observado nas
espécies D101Z e D132WC, particularmente em cultivos no meio BH, pode gerar um valor
agregado ao biodiesel, reforcando a possibilidade de producdo segundo o conceito de
biorefinaria.

Variagdes nos teores de acido palmitico (C16:0), ol¢ico (C18:1) e linolénico (C18:3)
também foram observadas por Wu et al., (2012) em cultivo de Chlamydomonas sp. em aguas
residuais industriais. Do mesmo modo, Zheng et al., (2016) observaram aumento nas
propor¢des de acidos graxos saturados e monoinsaturados (MUFA) e diminui¢do de acidos
graxos poli-insaturados em cultivos de Chlorella sp., Chlorella sorokiniana, Phaeodactylum
tricornutum efetuados em concentracdes elevadas de extratos de residuos de kelps (6,0-8,0%),
indicando que a adi¢do do extrato aumentard o potencial destas espécies para producdo de
biodiesel.

Variagdes na composi¢ao dos ésteres foram observadas para todas as espécies nas
distintas condicdes testadas, porém, de forma geral pdde-se constatar que a biomassa obtida
do meio BH apresenta menores valores de ésteres saturados € monoinsaturados em relagao ao
cultivo controle, com consequente aumento nos poliinsaturados. Apenas as amostras
cultivadas em ESG apresentaram tendéncia oposta, com aumento nos teores de saturados
(SFA) e de monoinsaturados (MUFA) e reducao dos triinsaturados (TUFA) e poliinsaturados
(PUFA) em relagdo ao controle, evidenciando uma condi¢ao adequada para a producao de

biodiesel por aumentar a estabilidade oxidativa e as propriedades de fluxo.

4. CONCLUSOES

Todos os residuos investigados mostraram potencialidade para formulagdo de meios
de cultivo alternativo para as microalgas testadas, evidenciando possibilidades reais de sua
utilizacao na producao de biodiesel.

Os meios ESG ¢ BH mostraram-se muito promissores para o cultivo das microalgas,
especialmente para Chlorella sp., Chlamydomonas sp. e Lagerheimia longiseta que
apresentaram rendimento maximo celular superior ao controle nesses meios. As

concentracoes mais elevadas de lipideos foram obtidas em meio BH e alteragdes na
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composicao bioquimica e nos teores de ésteres das espécies foram observadas nas condi¢des
testadas.

Espécies praticamente inexploradas pela literatura, como Lagerheimia longiseta,
demonstraram relevancia visando cultivos em larga escala devido sua facilidade de
crescimento nos meios preparados com os diferentes residuos, produgdo de ésteres e outros

compostos bioquimicos que agregam valor ao processo produtivo.
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ANALISE DA COMPOSICAO BIOQUIMICA EM CULTURAS DE MICROALGAS
USANDO TECNICAS EXTRATIVAS, FTIR E ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

RESUMO

Variagdes na composicao bioquimica das microalgas sdo espécie-especificas e acontecem de
forma dinamica ao longo dos cultivos. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo
acompanhar a evolugcdo do metabolismo celular de microalgas regionais cultivadas em meio
sintético e em meio preparado a partir de biocomposto hortifrutis (BH), acompanhando
simultaneamente as mudang¢as nos componentes bioquimicos por métodos extrativos
tradicionais e espectrofotometria de infravermelho, contrastando ainda com a assimilacdo de
nitrato e fosfato presentes nos meios. As espécies foram cultivadas em condi¢des controladas,
sendo o crescimento acompanhado por meio de contagens celulares. Analises perioddicas de
absor¢ao de nutrientes foram realizadas, bem como de proteinas, carboidratos, lipideos e
ésteres, tanto por métodos convencionais, quanto por FTIR. O perfil térmico da biomassa
também foi analisado durante as fases de crescimento através de analisador térmico
simultaneo. Os ensaios evidenciaram um crescimento consideravel das trés espécies testadas
no meio BH, superando, ao final dos cultivos, o crescimento no meio controle. Os dados de
FTIR mostraram padrdes distintos na biossintese dos compostos ao longo dos cultivos. Para
proteinas, observou-se uma relagao direta entre os dados obtidos pela técnica extrativa e as
leituras de FTIR na D133WC. Entretanto, na Chlamydomonas sp. (D132WC) ndo foi possivel
observar relagdo direta entre as duas técnicas, principalmente para o cultivo controle. Para os
carboidratos pdde-se constatar que a cepa D132WC apresentou respostas similares entre as
técnicas e os meios utilizados, constatando-se um incremento importante na fase /og ¢ uma
reducdo acentuada a seguir. As espécies D101Z e D133WC mostraram uma tendéncia de
acumulagdo dos carboidratos ao longo dos cultivos em ambas as técnicas. A espécie D101Z
Controle, apresentou um aumento na concentracdo lipidica e de éster com teores maximos
respectivos de 16,7% e 265,8 mg g na fase estacionaria, mas com uma redugio apds essa
fase conforme dados da analise por FTIR. A andlise termogravimétrica também apresentou
eficacia para analisar a biomassa de microalga entre as diferentes fases de crescimento, por
apresentar relacdo direta entre os valores de perda de massa dos eventos decorrentes da
decomposicdo de proteinas, carboidratos e lipideos com os teores destes componentes
bioquimicos que foram quantificados via método tradicional.

Palavras-chave: composi¢cdo bioquimica, FTIR, microalgas.
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1. INTRODUCAO

A utilizacao de microalgas para producdao de biocombustivel e bioprodutos com alto
valor agregado vem ganhando globalmente significativa importancia, ndo somente no que
concerne aos aspectos de cultivo e extragdo de produtos de interesse, mas também ao aspecto
ambiental. A produ¢do de biomassa por esses organismos pode ser atrelada ao tratamento de
aguas residuais e a fixacdo de CO,, minimizando assim tanto os custos produtivos como 0s
impactos ambientais resultantes do descarte de efluentes no ambiente (KUO et al., 2015;
MOHAN et al., 2011).

Na ultima década, grande parte da atencdo biotecnologica das microalgas tem sido
focada na producdo de biomassa para fins energéticos (FUENTES-GRUNEWALD et al.,
2009; PIGNOLET et al, 2013.; YU e TAKAHASHI, 2007). A producao de proteinas,
lipideos, carboidratos, vitaminas e metabolitos especificos como os acidos graxos poli-
insaturados (®-3; ®-6), usados para fins nutracéuticos, antioxidantes, aditivos alimentares,
macrolideos para producdo de antibioticos, ficobiliproteinas para utilizagdo biomédica,
exopolissacarideos para cosméticos ou processos de cicatrizacdo também tem merecido a
aten¢do de muitos pesquisadores (GINZBERG et al, 2008; RAPOSO et al, 2013; SANMUKH
et al, 2014), além do uso das microalgas na produ¢do de ragdo animal (PRIYADARSHANI e
RATH, 2012).

Entretanto, as diferencas na composicao bioquimica das microalgas sao dependentes
de diversos fatores definidos pelas condi¢des de cultivo, especialmente luz, temperatura e
nutrientes disponiveis, que podem influenciar as taxas de crescimento e o ciclo de vida das
espécies, fazendo com que o valor da biomassa das microalgas para distintas aplicagdes
biotecnoldgicas seja dependente de atributos fisiologicos e bioquimicos (ADESANYA et al.,
2014; GEORGE et al., 2014; SHARMA et al., 2012)

A escassez de alguns nutrientes, por exemplo, afeta ndo somente a sintese de alguns
compostos; sua exaustdo resulta em respostas metabolicas que levam a diminui¢do da taxa de
divisao celular ¢ incremento na sintese de metabolitos secundarios, muito embora esta relagao
seja diferente de espécie para espécie (PROCHAZKOVA et al., 2014; SIDERIUS et al., 1996;
YILDIZ et al., 1994).

Algumas estratégias tém sido aplicadas para maximizar o crescimento das microalgas
e incrementar mudancas na composi¢do bioquimica. Estas incluem a otimiza¢ao das
composi¢des dos meios, mudancas nos parametros fisicos e tipos de metabolismo -

fototrofico, heterotrofico ou mixotrofico (MATA et al., 2010).
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As mudangas bioquimicas sdo espécie-especificas e estas acontecem de forma
dindmica ao longo dos cultivos. No entanto, a maioria dos estudos que objetivam aplicagdes
tecnologicas, usualmente fornecem valores de lipideos, proteinas, carboidratos e &acidos
graxos apenas para a fase estacionaria € em um unico meio de cultivo (MARTINEZ-
FERNANDEZ et al., 2006; NATRAH et al., 2007, RENAUD et al., 2002;). Isso limita a
capacidade de se avaliar os efeitos quantitativos e qualitativos das fases de crescimento e da
quantidade de nutrientes na sintese e produtividade de compostos de interesse.

Para a industria de 6leos e biodiesel, por exemplo, ¢ de grande importancia avaliar o
metabolismo lipidico ao longo dos cultivos, a fim de conhecer qual o melhor momento para a
extragdo da maior quantidade do material contido intracelularmente, maximizando assim a
producdo e minimizando os custos do processo produtivo (FENG et al., 2005; WIDJAJA et
al., 2009), o que também se aplica para outros metabolitos de interesse. Contudo, o dispéndio
de tempo e material para extracdo, que usualmente incluem a utilizacdo de reagentes toxicos,
restringe a utilizacgdo dos métodos bioquimicos classicos de andlise no caso de
monitoramentos do metabolismo celular de compostos de interesse, ao longo dos ciclos de
cultivo.

Uma alternativa promissora para obter registros continuos dos componentes
produzidos pelas microalgas ¢ a espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR (MAYERS et al, 2013;. MIGLIO et al, 2013.; SUN et al, 2014.; WAGNER et
al., 2010), por ser este um poderoso método para a identificacdo de diferentes grupos
funcionais (lipideos, proteinas e carboidratos) pela avaliagdo das transi¢des entre estados
vibratorios das ligagdes contidas dentro das moléculas (MANDAL et al., 2011;. MISHRA e
JHA, 2009). Contudo, ha poucas informagdes sobre a avaliagdo da composi¢dao da biomassa
de microalgas em cultivos, usando esta ferramenta, bem como sdo muito raros trabalhos
comparativos desse método com os procedimentos convencionais usualmente adotados na
analise desses compostos.

A andlise termogravimétrica complementarmente a técnica de FTIR fornece
informacdes sobre a decomposicdo térmica da biomassa pelo acompanhamento da perda de
massa dos componentes em faixas de temperaturas conhecidas (ORFAO et al., 1999;
VAMVUKA e SFAKIOTAKIS, 2011), podendo também se constituir uma ferramenta
propicia para indicar a acumulagdo de determinados componentes bioquimicos em cultura de
microalgas, através de seu comportamento térmico.

As vantagens destes métodos em relacdo aos tradicionais de andlise da composicao

bioquimica concentram-se nos menores tempos requeridos para as analises e na menor
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quantidade de amostra necessaria, além de ndo serem necessarias etapas de extragdo ou pré-
tratamento das amostras.

Este estudo teve como objetivo acompanhar as mudangas na composi¢ao bioquimica
de espécies regionais de microalgas nas diferentes fases da curva de crescimento, usando os
métodos  extrativos tradicionais, espectrofotometria de infravermelho e andlise

termogravimétrica, contrastando com a assimilagdo de nitrato e fosfato presente nos meios.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao de espécies de microalgas e condi¢oes de cultivo

Trés espécies de microalgas dulcicolas isoladas da Regido Nordeste do Brasil foram
selecionadas do banco de cultivo de microalgas do Laboratorio de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB): Chlamydomonas sp. (D132WC), isolada
da Cachoeira da Purificagdo, Bahia; Lagerheimia longiseta (D133WC), isolada do Acude
Malhada Limpa, Rio Grande do Norte, ambas mantidas em meio WC (GUILLARD;
LORENZEN, 1972) e Chlorella sp. (D101Z), isolada da ETE Mangabeira, Jodo Pessoa,
Paraiba, mantida em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966). Essas espécies foram escolhidas por
apresentarem teores de ésteres superiores aos da soja (CALIXTO et al., 2016).

As espécies selecionadas foram cultivadas em extrato de biocomposto hortifrutis (BH)
preparado a partir da compostagem de restos de legumes e verduras descartados durante a
comercializacdo pela EMPASA (Empresa Paraibana de Abastecimento e Servigos Agricolas),
localizada no municipio de Jodo Pessoa. A preparacdo deste meio baseou-se no procedimento
descrito por Erd-Schreiber modificado (GROSS, 1937), onde a 1 kg do biocomposto foi
adicionado 1L de &gua destilada, seguido de aquecimento por 30 minutos em autoclave, com
posterior filtragdo e esterilizacdo, sendo os extratos mantidos sob refrigeracdo, em condigdo
estéril. A preparagdo deste meio consistiu da adicdo em agua destilada autoclavada do extrato
na concentragdo de 10 mL L e de solugdes de nitrato e fosfato nas propor¢des de 1 mL L',
seguido do ajuste do pH para neutralidade (GROSS, 1937). Como controle (C) utilizaram-se
os meios sintéticos nos quais as espécies vém sendo mantidas no banco de cultura.

As espécies foram cultivadas em recipientes com 18 litros de meio de cultura, numa

camara de cultivo a 25+1 °C, com sistema de ilumina¢do de 150 pmol.fotons.cm™s™,
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fotoperiodo de 12 horas e aeracdo por injecao continua de ar a pressdo ambiente (2,0 mL min
") usando um minicompressor de membrana Resun AOC2.

O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por meio de contagens celulares em
camaras de Fuchs Rozenthal em microscopio binocular Leica e através de medidas da
fluorescéncia in vivo usando um fluordmetro Turner Design 10005R para a determinagdo das

curvas de crescimento.

2.2 Remoc¢ido de nutrientes e composicio bioquimica das microalgas nas condi¢coes de

cultivo estabelecidas

A absor¢do de nutrientes pelas trés espécies de microalgas cultivadas no meio controle
e em extrato de biocomposto foi analisada a cada dois dias, através das determinac¢des de
nitrato (método do acido fenoldissulfonico) e fosfato (método do acido ascorbico), segundo as
recomendacdes do Standard Methods (APHA, 1998).

Proteinas, carboidratos, lipideos e ésteres foram analisados no inicio da fase log, na
fase log e na fase estacionaria quando os cultivos foram interrompidos. As proteinas foram
quantificadas segundo o método de Lowry et al., (1951), usando albumina bovina como
padrao; os carboidratos foram analisados pelo método adaptado de Kochert (1978),
empregando-se glicose como padrdo; os lipideos totais foram obtidos por gravimetria, de
acordo com metodologia adaptada de Folch et al., (1957). Os ésteres de acidos graxos foram
quantificados segundo o procedimento de transesterificacdo direta da biomassa adaptado para
microescala, conforme Menezes et al., (2013).

Andlises dos indicativos lipidicos, de proteinas e de carboidratos por
espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), segundo Pistorius
et al., (2009), foram efetuadas em amostras de biomassa retiradas a cada quatro dias dos
cultivos. A biomassa foi concentrada em centrifuga refrigerada a 18 °C, congelada em
ultrafreezer (-30 °C) e liofilizada a - 40°C. A biomassa seca de cada espécie foi pulverizada e
misturada com KBr para formagdo da pastilha e realizacdo da andlise, seguindo as
recomendagdes de Meng et al., (2014) e Isleten-Hosoglu et al., (2013), onde foi utilizado um
espectrofotdmetro modelo IR PRESTIGE-21 (Shimadzu®) por transformada de Fourier, na
faixa de 4000-400 cm.
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2.3 Analise termogravimétrica da biomassa de Chlamydomonas sp.

As curvas termogravimétricas (TG/DTA) foram efetuadas apenas na biomassa de
Chlamydomonas sp ¢ em trés momentos da curva de crescimento (inicio da fase log, fase log
e fase estaciondria), usando um analisador térmico simultdneo da Shimadzu®, modelo DTG-
60H, em condi¢des nao-isotérmicas. Foram utilizadas cerca de 10 mg de amostra em cadinho
de platina, com atmosfera de ar sintético e taxa de fluxo de 50 mL min”'. A taxa de

aquecimento utilizada foi de 10 °C min™, no intervalo de temperatura de 25-600 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas fisicas e quimicas do extrato de biocomposto

O extrato de biocomposto apresentou valores de pH de 6,8, baixa turbidez e elevada
concentragdo de solidos totais dissolvidos que corroboram com o alto valor de condutividade
elétrica (Tabela 5.1). Os teores de nitrato correspondem ao dobro do fosfato. Sendo que esse
valor de fosfato ¢ extremamente superior aos dos meios sintéticos utilizados como controle

(2,8e 12,6 mg L respectivamente para o meio WC e Zarrouk).

Tabela 5.1 — Analises fisicas e quimicas do extrato de biocomposto hortifrutis.

Parametros Valores
pH 6,8
NO; (mgL™) 63,7
NO, (mgL™) 0,475
NH," (mg L™ 1,3
PO, (mgL™) 31,6
Cl'(mgL™) 62
Condutividade elétrica (mS cm™) 0,374
Solidos totais dissolvidos (mg L™) 243
Turbidez (NTU) 4,40
DQO (mg O,L™) 208

3.2 Crescimento das espécies e remoc¢ao de nutrientes nas condicdes testadas

Os ensaios evidenciaram um crescimento consideravel das trés espécies testadas no

extrato de biocomposto, superando, ao final dos cultivos, o crescimento no meio controle. O
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maior rendimento foi observado em Lagerheimia longiseta (>3,0 x 10® células/L), valor este
que ¢ superior em cerca de 100x aos obtidos nas outras duas espécies (Figura 5.1).
Comparado ao controle, o crescimento desta espécie em BH acentuou-se a partir do 13° dia,
atingindo ao final do cultivo um rendimento celular 3x maior. A espécie Chlorella sp.
apresentou crescimento similar nas duas condi¢des de cultivos até o 13° dia, porém em
seguida o crescimento foi muito mais acentuado em BH, chegando ao final do cultivo com
aproximadamente o dobro do rendimento celular observado no meio controle. O crescimento
de Chlamydomonas sp. também foi similar nos dois meios testados até o 14° dia, acentuando-
se em seguida em BH, atingindo ao final do cultivo um rendimento celular de
aproximadamente 30% maior do registrado no controle. Os maiores valores do k calculado
foram observadas em L. longiseta (1,4 divisdes/dia) e Chlorella sp. (0,67 divisdes/dia) em

extrato de biocomposto (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Curvas de crescimento da Chlorella sp., Chlamydomonas sp. e Lagerheimia

longiseta em meio sintético e biocomposto.
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As quantifica¢des de nitrato e fosfato efetuadas nos cultivos na fase exponencial e ao
término dos experimentos mostraram diferencas entre as espécies na assimilacdo desses
nutrientes, com maiores taxas de remog¢ao nos cultivos controle, porém isso nao foi uma regra.
Para o nitrato, a remocao foi maior no frasco controle na fase exponencial, muito embora em
extrato de biocomposto a absor¢do desse nutriente tenha sido expressiva, com valores de
remocao entre 62,13% na espécie D101Z a 73,95% na espécie D132WC. Ao final do cultivo,
no entanto, todas as espécies haviam removido praticamente 100% do teor de nitrato nas
condicdes testadas, exceto na espécie D101Z cuja remocao chegou aproximadamente a 90%
em BH. Para o fosfato as diferencas foram muito marcantes na fase exponencial, com
absor¢do maior no extrato de biocomposto em DI101Z e D133WC quando comparada ao
cultivo controle (82,3% contra 67,24% e 77% contra 45%, respectivamente). A espécie
D132WC, por sua vez, mostrou menor taxa de absor¢cdo de fosfato na fase exponencial em
BH, do que no controle. Ao final do cultivo as espécies haviam reduzido acima de 95% dos

teores de fosfato, exceto em D133BH, cuja reducdo chegou a 100% (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Remocao de nutrientes, pelas microalgas estudadas, ao longo da fase log e ao

final dos cultivos nas condig¢oes testadas.

L % Remocao NO;3 % Remocao POy
Espécie
estudada Fase log Fase Fase log Fase
estacionaria estacionaria
D101Z C 84,3 99,0 67,2 95,4
D101Z BH 62,1 89,4 82,3 96,1
D132WC C 94,3 99,4 93,3 97,9
D132WC BH 73,9 99,4 51,9 99,6
D133WC C 85,5 99,8 45,0 99,4
D133WC BH 67,1 99,6 77,0 100,0

Os dados obtidos para os cultivos em BH demonstram que as trés espécies estudadas
crescem muito bem neste tipo de meio, evidenciando que esse efluente pode ser utilizado em
cultivos em massa para produzir concentrados de microalgas. A eficiéncia na remocao de
nutrientes por essas espécies, em extrato de biocomposto, indica que estas também podem ser
utilizadas para reduzir cargas de nutrientes de outros tipos de aguas residuais, podendo assim
gerar biomassa de menor custo destinada a produgao de biodiesel e co-produtos (JI et al.,

2013). As diferengas observadas nos padrdes de assimilagcdo de nutrientes entre as espécies,
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particularmente durante a fase exponencial, podem refletir na composi¢do bioquimica de cada
espécie e, por conseguinte, nos padrdes das curvas de FTIR obtidas. Ressalta-se, ainda, que as
culturas ndo eram axénicas, de maneira que algumas das diferencas observadas podem estar
associadas a presenca de bactérias.

A efetividade de remocdo de nutrientes em meios alternativos em cultivos de
microalgas também ja foi demonstrada com outros tipos de efluentes (LIM et al., 2010). Cho
et al. (2011) constataram que Chlorella sp. cultivada em dguas municipais residuais mostrava
um poder de absor¢do de 92,1% de nitrogénio e 93,3% de fosforo apos 9 dias de cultivo.
Outras espécies de microalgas apontadas como promissoras para producdo de biodiesel,
também apresentam crescimento acentuado e altas taxas de assimilagdo de nitrogénio e
fosforo em meios alternativos (CHINNASAMY et al., 2010). Woertz et al., (2009), por
exemplo, cultivaram um mix das espécies Actinastrum, Scenedesmus, Chlorella, Spirogyra,
Nitzschia, Micractinium, Golenkinia, Chlorococcum, Closterium e Euglena em efluentes de

laticinios diluido a 10% obtendo biomassa com concentragdo de 0,5 g L™.

3.3 Resultados das analises da composi¢do bioquimica das espécies cultivadas por

técnicas extrativas e FTIR

Os espectros de FTIR de Chlorella sp., Chlamydomonas sp. e Lagerheimia longiseta
cultivadas em meio sintético e em BH, obtidos a cada quatro dias de cultivo, apresentaram
bandas caracteristicas de grupos de macromoléculas como os relatados por Mayers et al.
(2013) e Miglio et al., (2013).

As principais atribui¢des nas regides do espectro de absor¢do do infravermelho das
amostras foram em 3000-2800 cm™ referente ao estiramento C-H de lipideos, 1650 cm™ do
estiramento C=0 de amidas associadas a proteinas (amida I), 1550 cm™ indicativo da
deforma¢io de N-H de amidas de proteinas (amida II), 1455 cm’ das deformacdes
assimétricas de CH; e CH, de proteinas, 1230 cm™ do estiramento assimétrico de P=0 de
fosfodiéster de acido nucléico e 1200-900 cm™ do estiramento C-O-C de polissacarideos
(carboidratos) (SILVERSTEIN et al., 2007). Destas, trés bandas (2930, 1050 ¢ 1550 cm™)
foram utilizadas para acompanhar a acumula¢do dos lipideos, carboidratos e proteinas,
respectivamente, contrastando com os métodos convencionais de analise.

Os dados de FTIR mostraram padrdes distintos na biossintese desses compostos,

variando ao longo dos cultivos, com comportamentos que podem ser semelhantes no controle
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e em extrato de biocomposto como em D133WC (proteinas e carboidratos), ou diferentes
entre as duas condi¢des nas demais espécies, para proteinas, carboidratos e lipideos. Quando
comparados com os valores obtidos pelos métodos convencionais de andlise extrativa, os
valores de lipideos, carboidratos e proteinas determinados nas fases log e estaciondria
mostraram, em muitas ocasides, respostas similares aos valores das trés bandas de absor¢do
do infravermelho utilizadas para acompanhar a acumulacao intracelular desses compostos.
Para proteinas, Figura 5.2, observa-se uma relacao direta entre os dados obtidos pela
técnica extrativa e as leituras de FTIR na espécie D133WC, com valores crescentes nas fases
log e estacionaria. Em Chlorella sp. (D101Z) os valores de FTIR no meio BH diminuiram de
forma mais acentuada da fase log para a estacionaria do que os valores desse composto
registrados pelo método extrativo, porém no controle seguiram o padrao observado pela
técnica extrativa. Na D132WC ndo ¢ possivel observar relagdo direta entre as duas técnicas,

principalmente para o cultivo controle.

Figura 5.2 — Acompanhamento da acumulacdo de proteinas durante o cultivo das microalgas

estudadas.
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Esses achados demonstram que ndo hd como predizer e apontar regras de acumulagao
das proteinas, visto que uma mesma espécie apresenta concentracdes e tendéncias distintas ao
variar o meio de cultivo. No entanto, apesar das divergéncias em alguns resultados apreende-
se que as variagdes na sintese de proteinas, ao longo dos cultivos, podem ser monitoradas pela
técnica de FTIR, tornando répida a analise. Variagdes nos valores de proteinas em resposta ao
tempo de cultivo também foram registrados em diferentes graus na microalga Tribonema sp.,
por Wang et al. (2014).

A reducdo dréstica de proteina na espécie D101Z BH na fase log parece relacionar-se
com a intensa absor¢do de nitrato e fosfato nessa fase, o que também ocorre na espécie
D132WC que apresentou em ambos os cultivos, um decréscimo acentuado nas proteinas ainda
na fase log quando os teores de fosfato e nitrato ja haviam sido praticamente esgotados dos
meios. Esses achados corroboram com Fuentes-Grunewald et al., (2015) quando o mesmo
acompanhou o cultivo de Porphyridium purpureum por FTIR.

Para os carboidratos, pode-se constatar que a cepa D132WC apresentou respostas
similares entre as técnicas e os meios utilizados, constatando-se um incremento importante na
fase log e uma redugdo acentuada a seguir, quando os menores teores foram registrados
(21,3% e 11,5%, respectivamente, para o controle e para o meio BH). As espécies D101Z e
DI133WC, por sua vez, também mostraram uma tendéncia de acumulagdo dos carboidratos ao
longo dos cultivos, com valores crescentes de FTIR e da porcentagem de carboidrato

determinada pela técnica extrativa nas fases log e ao final dos cultivos (Figura 5.3).
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Figura 5.3 — Acumulo de carboidratos durante o crescimento das trés cepas
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Esses dados corroboram com os de Vigose et al., (2012) quando avaliaram padrdes de
crescimento e variacdes na composi¢cdo bioquimica em Proschkinia sp., Nitzschia sp., €
Amphora sp., pertencentes ao grupo das diatomdceas, € constataram que estas espécies
apresentaram maior teor de carboidratos na fase estaciondria (19-27%). Mas isso ndo parece
ser uma regra, porque os mesmos autores observaram que Navicula incerta apresentava o
maior valor desse metabdlito (27,2%) na fase logaritmica.

No que concerne ao metabolismo lipidico e de ésteres nas microalgas estudadas,
observou-se uma relacao direta nos resultados das duas técnicas de analises empregadas para
todas as espécies (Figura 5.4), com diferengas no acimulo de lipideos nas fases log e
estaciondria. Para a espécie D101Z C (controle), por exemplo, observa-se um aumento na
concentragdo lipidica e de éster com teores maximos respectivos de 16,7% e 265,8 mg g’ na
fase estacionaria, mas com uma redugdo apos essa fase conforme dados da analise por FTIR.

Enquanto que para a amostra em meio BH se observa os maiores teores quando o cultivo
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ainda estava na fase log, declinando a seguir na fase estacionaria, corroborando esses dados

com os resultados obtidos pela técnica extrativa. Na espécie Lagerheimia longiseta

(D133WC) foram observados aumento e redugdes no teor lipidico durante os cultivos na

amostra controle, mas no frasco contendo extrato de biocomposto o padrido obtido pela

técnica do FTIR seguiu o observado pela técnica extrativa, com aumento progressivo nos

teores de lipidios até a fase estacionaria.

Figura 5.4 — Lipideos e ésteres acompanhados durante as fases de cultivo por métodos

convencionais e por FTIR
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apresentou dados

contrastantes das demais espécies, com acumulo progressivo de éster e de lipideos ao longo

dos cultivos detectado pelas duas técnicas de anélise empregadas. Esses achados corroboram
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com os padrdes disseminados na literatura, de que com o aumento da idade da cultura ocorre
aumento na sintese de lipideos devido a limitagdo de nutrientes, principalmente nitrogénio
(HU et al., 2008; XU et al., 2008). Entretanto, tal assertiva parece ndo ser uma regra geral
dentre as microalgas, razao pela qual ¢ mais coerente considerar que as respostas do
metabolismo lipidico sdo espécies especificas, ou seja, sdo caracteristicas individualizadas de
cada espécie em cada condicdo de cultivo, uma vez que Huerlimann et al., (2010),
demonstraram que as Rhodomonas sp. e Isochrysis sp. cultivadas em distintos meios
sintéticos apresentavam maior conteudo lipidico durante e no final da fase logaritmica de
crescimento. Este padrao provavelmente ¢ um reflexo de respostas bioquimicas especificas de
espécies induzidas pelos diferentes meios de crescimento, ratificando no caso deste trabalho,
os valores obtidos para a D133WC Controle e D101Z BH.

Como nao ha padrao unico de acaimulo de lipideos para todas as espécies, percebe-se
que algumas apresentam variagdes pouco expressivas no decorrer do cultivo, diferentemente
do que ocorre para os carboidratos que também se constituem como substancia de reserva,
corroborando com os estudos de Wang et al., (2014) e Cakmak et al., (2012). Essa potencial
concorréncia entre a sintese de lipideos e carboidratos se constitui como um importante fator
para a tomada de estratégias pela industria de biocombustiveis. Lipideos de microalgas sao
utilizados para a producdo de biodiesel, enquanto que os carboidratos sdo excelentes
substratos para producao de bioetanol (CHOI et al., 2010).

A quantidade de nutrientes presentes nos meios de cultivo ¢ evidentemente o maior
responsavel pelas modificacdes metabolicas das microalgas. Neste estudo pode-se inferir que
para grande parte das espécies, a sintese de lipideos e carboidratos se relaciona com a
disponibilidade de nitrogénio e fosforo do meio, a exemplo da D132WC Controle que
demonstrou incremento acentuado nos indices lipidicos a partir do 13° dia quando o
decaimento de nutrientes chega a 78,7% de nitrato e 71,9% de fosfato. Além da D132WC BH
que tem um acréscimo consideravel de lipideos e carboidratos apds o 17° dia, contrastando
com a redugdo das proteinas e declinio acentuado de nitrato e fosfato.

O esgotamento de nutrientes, como foi visto geralmente se associa com o aumento das
fragdes lipidicas, principalmente os triacilgliceridios (TAG). Essa sintese de TAG ajuda a
dissipar o excesso de energia fotossintética e, por ser esta uma molécula de armazenamento,
utiliza essa energia armazenada para manter os requisitos metabdlicos especificos para o
crescimento celular (FUENTES-GRUNEWALD et al, 2012.; LI et al., 2008).

Atualmente, a estratégia de esgotamento de nutrientes ¢ amplamente usada, a fim de se

obter concentragdes mais elevadas de lipideos e/ou carboidratos em diversas espécies de
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microalgas visando incrementar a produtividade do cultivo e reduzir os custos de produgdo
(CONVERTI et al., 2009; FUENTES-GRUNEWALD et al., 2013.; LI et al., 2008).

De forma geral, o acompanhamento de componentes bioquimicos por FTIR demonstra
eficacia e rapidez (GIORDANO et al., 2001; PISTORIUS et al., 2009) e boa relagdo com os
métodos convencionais de andlise. Tendo ainda como vantagem a ndo necessidade de uso de
metodologias laboriosas que fazem uso de reagentes toxicos, como as tradicionalmente
utilizadas. E como os espectros de FTIR de microalgas sdo espécies-especificas ¢ ainda
possivel utilizar essa técnica como uma ferramenta adicional para suporte na identificacao de

espécies (DOMENIGHINI e GIORDANO, 2009).

3.4 Perfil Térmico da biomassa da microalga Chlamydomonas sp. durante cultivo

As curvas de perda de massa das amostras de biomassa da espécie Chlamydomonas sp.
apresentaram, em todas as fases de crescimento e nos dois meios testados, quatro eventos
térmicos (Figura 5.5).

O primeiro, variando de 28-144 °C, corresponde a processos de desidratagdo, devido a
presenca da dgua na forma livre e/ou fracamente ligada a biomoléculas (ZOU et al., 2010;
PENG et al., 2001). O segundo (127-319 °C), esta relacionado a um processo de volatilizagao,
incluindo despolimerizacdo e descarboxilagdo, atribuido principalmente a decomposi¢dao
térmica de carboidratos e proteinas (RIZZO et al., 2013), o qual se constitui como um dos
principais eventos de perda de massa, especialmente porque estes dois componentes sao
encontrados em quantidades elevadas na microalga em estudo, principalmente no que

concerne aos carboidratos.
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Figura 5.5 — Curvas TG/DTA de amostras de biomassa provenientes do cultivo de

Chlamydomonas sp. em meio sintético (a,c) e biocomposto hortifrutis (b,d).
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A terceira etapa (326-474 °C) que para alguns autores se constitui como um segundo
estagio do segundo evento térmico, também esta relacionada a decomposi¢do de proteinas e
carboidratos presentes na microalga. No quarto evento, que pode variar de 459-544 °C tém-se
a decomposi¢ao do material lipidico, principalmente triglicerideos (MARCILLA et al., 2009;
RIZZO et al., 2013), sendo demarcado por um pico menos evidente no grafico pela menor
concentracdo desse material em relacdo aos demais componentes bioquimicos analisados.

Para a amostra BH, fase log, a quarta etapa de decomposicao se encontra na faixa de 525-602
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°C que pode ser atribuida a decomposicao de materiais carbondceos presentes nos residuo
solidos. (LIU et al., 2002; RIZZO et al., 2013).

As curvas de DTA, Figura 5.5c-d, apresentaram de forma geral um ligeiro pico
endotérmico durante a primeira etapa de perda de massa, corroborando com o processo de
desidratagdo da biomassa. A segunda e terceira etapa, observadas na TG, resultam em apenas
um pico exotérmico do processo de decomposi¢ao das proteinas e carboidratos. Um ultimo
evento exotérmico variando nas amostras entre 480-550 °C ¢ atribuido a decomposicdo de
lipideos e produtos decorrentes desse processo. Os dados obtidos corroboram com os
relatados por Agrawal e Chakraborty, (2013).

Ao analisar as amostras entre as diferentes fases de crescimento das microalgas,
constata-se que existe uma relacdo direta entre os valores de perda de massa dos eventos
decorrentes da decomposicdo de proteinas, carboidratos e lipideos com os teores destes
componentes bioquimicos que foram quantificados via método tradicional. E visivel em
ambos os meios, um decaimento na curva termogravimétrica durante o decorrer das fases de
crescimento, principalmente em temperaturas superiores a 400 °C relacionado a
decomposicao lipidica. Assim, tem-se um aumento gradual de perda de massa entre as fases
de crescimento da microalga corroborando com o aumento dos lipideos obtidos por
gravimetria.

Quando se soma os teores de carboidratos e proteinas - ja que a sintese de carboidrato
pode estar associado a diminuicdo das proteinas - também se observa que os percentuais de
perda de massa nas etapas 2 ¢ 3 seguem o mesmo padrao para as analises extrativas (Tabela
5.3). Esses dados também sugerem a possibilidade de acompanhamento da acumulagdo

bioquimica na biomassa de microalgas através de andlises termogravimétricas.
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Tabela 5.3 — Dados termogravimétricos da biomassa de Chlamydomonas sp. obtida do cultivo em

meio sintético € BH e em diferentes fases de crescimento.

Amostra Eventos Térmicos AT (°C) Am (%)

1 28 -127 8.9

2 127-326 40,5

D132C Log 3 326-476 37.2
4 476-544 13,4

1 60-144 10,7

2 256-319 27,7
DI32CFL 3 358-370 25,0
4 528-543 28.8

1 37-96 10,9

2 234-312 36,5

D132C Est 3 398-474 13.6
4 478-490 29,2

1 44-100 10,7

2 249-318 37,9

DI32BH Log 3 459-463 15,1
4 525-602 21,3

1 75-106 11,9

2 260-316 36,7

DI32BH FL 3 352-353 28.4
4 493-543 18,7

1 52-86 9.8

2 259317 46,2

D132BH Est 3 379,388 8.4
4 493-544 292

4. CONCLUSOES

Todas as espécies testadas apresentaram bom crescimento em cultivos com meios
oriundos de biocompostagem, por demonstrarem melhor desempenho quando comparado aos
meios sintéticos, principalmente a espécie Lagerheimia longiseta. As espécies também
apresentaram elevadas taxas de remocao de nitrato e fosfato dos meios, o que possibilita o uso
das mesmas em processos de biorremediagao.

A partir deste estudo, constatou-se que nao hd como predizer e apontar regras de
acumulagdo das proteinas e carboidratos durante as fases de crescimento, visto que uma
mesma espécie apresenta concentragdes e tendéncias distintas ao variar o meio de cultivo,

devido a variagdes nos teores de nitrogénio e fosforo, principalmente. O que sinaliza a
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necessidade real do acompanhamento da sintese desses compostos para assegurar o melhor
momento para coleta da biomassa com o teor maximo do componente bioquimico desejado.

A técnica de FTIR demonstrou eficiéncia no acompanhamento do acumulo dos
principais componentes bioquimicos da biomassa, principalmente dos lipideos, que
apresentou para todas as amostras uma relagdo direta com a técnica convencional. As
divergéncias encontradas entre alguns resultados mostram que as respostas metabodlicas
relacionadas a sintese dos componentes bioquimicos sao especificas de cada espécie e
dependem das condigdes de cultivo.

A andlise termogravimétrica também apresentou eficdcia para analise da biomassa de
microalga entre as diferentes fases de crescimento, por apresentar relacdo direta entre os
valores de perda de massa dos eventos decorrentes da decomposi¢do de proteinas,
carboidratos e lipideos com os teores destes componentes bioquimicos que foram
quantificados via método tradicional.

Os resultados de FTIR e das analises termogravimétricas abrem caminho para novas
pesquisas a respeito, sugerindo que essas técnicas, por serem mais rapidas € ndo necessitarem
de reagentes quimicos toxicos e elevadas quantidades de biomassa podem, de fato, serem
utilizadas para o monitoramento de produtos de interesse em cultivos em massa para

propositos tecnologicos de utilizagdo das microalgas.
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CONCLUSOES GERAIS

Das vinte e cinco espécies de microalgas inicialmente estudadas constatou-se que seis
(M84C, D101Z, D115WC, D121WC, D132WC e D133WC) demonstraram potencialidade de
produgdo de biodiesel em massa, tendo em vista suas elevadas taxas de crescimento celular,
concentracdo de biomassa e teor de ésteres superior a soja.

Das doze espécies distribuidas nos dois grupos de microalgas avaliados, constatou-se
que dez apresentariam biodieseis que atenderiam as especificacdes de qualidade combustivel
normatizadas. Sendo a cloroficea Chlorella sp. (D101Z), uma das espécies mais promissoras
para producdo deste biocombustivel, por reunir elevada produtividade de biomassa e de
lipideo e melhores parametros de qualidade. Entretanto, as espécies D132WC, D121WC,
DI115WC e M3C também se mostraram adequadas, tanto em termos de produtividade, quanto
de propriedades combustiveis.

Quatro cloroficeas (Chlorella sp., Chlamydomonas sp., Lagerheimia longiseta, ¢
Pediastrum Tetras) mostraram capacidade em crescer nos meios alternativos formulados a
partir de residuos humanos e agroindustriais, evidenciando possibilidades reais de sua
utilizagdo na producdo de biodiesel atrelada a programas de biorremedia¢do. Destacando a
Lagerheimia longiseta, por ser uma espécie praticamente inexplorada pela literatura, e que
demonstrou relevancia para cultivos em larga escala devido sua facilidade de crescimento e
separa¢do da biomassa, produgdo de ésteres e outros compostos bioquimicos que agregam
valor ao processo produtivo.

Os dados obtidos nas analises de FTIR foram suficientemente robustos indicando ser
possivel a utilizacao dessa técnica para avaliar a sintese de compostos de interesse em cultivos
de microalgas. A termogravimetia também demonstrou eficiéncia para este fim mostrando
que técnicas analiticas, como as duas citadas, podem ser ferramentas eficientes para analisar a
composi¢ao da microalga, por serem menos laboriosas € necessitarem de uma quantidade

reduzida de biomassa.
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Composicao dos meios de Cultivo

Composicao do meio Zarrouk

Solucio de trabalho

Quantidade

1 KNO;

2 NaCl

3 MgS0,.7H,0
4 K,HPO,

5 CaC122H20
6 Na,EDTA

7 FeS0O,4.7H,0
8 H3BO3

9 Solugao mista

15,0 g em 200 mL
33,0 gem 200 mL
1,50 g em 200 mL
1,50 g em 200 mL
0,58 g em 200 mL
6,40 g em 100 mL
0,50 g em 100 mL
1,142 gem 100 mL
%

*Solugdo mista Quantidade
Co(NOs), . 6H,O 0,049 g
MnCl,.4H,0 0,144 ¢
ZnS0,.7H,0 0,882 g
CuS0,4.5H,0 0,0157 g
MoO; 0,071 g
Agua destilada 100 mL

Preparagdo de 1,0 L de meio de cultura (dgua destilada)

A - Dissolver em 600 mL de agua destilada 15,0 g de NaHCOs ¢ 2,0 g de Na,COs.

B - Acrescentar 10,0 mL das solugdes 1, 2, 3, 4 ¢ 5.
C - Acrescentar 1,0 mL das solugdes 6, 7, 8 ¢ 9.
D - Completar o volume a 1.000 mL.

Fonte: Zarrouk (1966).




Composicio do meio WC
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Solucio estoque Quantidades
CaCl,.2H,0 368 ¢
NaHCO; 12,6 g
KQHPO43H20 1 1,4 g
NaNO; 850¢g
Agua destilada 1.000 mL
Solucdo de silicato Quantidades
Na,Si0;.9H,0 212 ¢
Agua destilada 1.000 mL
Solu¢do de micronutrientes Quantidades
Na,EDTA 436¢g
FeCl;.6H,O 3,15¢g
CuS0,.5H,0 0,01 g
ZnS0O,.7H,0 0,022 g
CoCl,.6H,0 0,0l g
MHC12.4H20 0,18 g
NazMOO4.2H20 0,006 g
H3BO3 1,0 g
Agua destilada 1.000 mL
Solucdo de vitaminas Quantidades
Tiamina HCI 0,1g
Biotina 0,0005 g
Agua destilada 1.000 mL
Constitui¢do de 1,0L de meio de cultura Volume
Agua destilada e autoclavada 1.000 mL
Solugdo estoque 1 mL
Solucdo de silicato 1 mL
Solucdo de micronutrientes 1 mL
Solu¢do de vitaminas 1 mL
Tri(hidroximetil)-amino metano 0,115¢

Fonte: Guillard e Lorenzen (1972).




Composicio do meio Conway

Solugéo Principal Quantidade
EDTA 450¢g
FeCl;.6H,0O 1,30 g
MHC12.4H20 0,36 g
H3BO3 33,6 g
NaH2P04.2H20 20,0 g
NaNO; 100,0 g
Solucdo de metais* 1,0 mL
Agua destilada 1000,0 mL
*Solugdo de metais Quantidade
ZnCl, 2,1¢g
CoCl,.6H,0 20¢g
(NH4)6M07024.4H20 0,90 g
CuS0,4.5H,0 20g
Agua destilada 100,0 mL
Solugdo de vitaminas Quantidade
Tiamina (B1) 100,0 mg
Cianocobalamina (B12) 2,0 mg
Biotina (H) 1,0 mg
Agua destilada 100,0 mL
Constitui¢do de 1,0L de meio de cultura Volume
Agua do mar filtrada e autoclavada 1000,0 mL
Solugdo principal 1,0 mL
Solu¢do de vitaminas 1,0 mL
Solucdo de silicato 2,0 mL

Fonte: Walne (1966).




