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MP — material particulado;

ha — hectare;

g — grama;

mg — miligrama;

ug — micrograma;

L — litro;

mL — mililitro;

uL — microlitro;

°C — graus Celsius;

rom — revolugdes por minuto;

h — hora;

min — minuto;
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m — metro;

cél(s) — célula(s);

u — velocidade especifica de crescimento;
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Px — produtividade em biomassa;
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SAFA — acido graxo saturado;

MUFA — acido graxo monoinsaturado;

PUFA — acido graxo poliinsaturado;

B2-20 — mistura de 2-20 % de biodiesel no diesel mineral;

B100 — biodiesel puro;

PNPB — Programa Nacional de Produc¢ao e Uso de Biodiesel;

ASTM — American Society of Testing and Materials;

EN — Norma de Unido

Europeia;
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A grande dependéncia de fontes de energia ndo renovaveis e altamente poluentes,
como o petroleo e seus derivados, tem levado a sociedade a buscar alternativas
para a utilizacdo de combustiveis renovaveis. As pesquisas atuais sinalizam
como tecnologia emergente a produgédo de biodiesel combustivel a partir de
microalgas. Neste contexto, o presente trabalho objetivou otimizar as condigdes
de cultivo da microalga Scenedesmus sp. para a utilizagao de seu 6leo na producéao
de biodiesel. Como resultados, foram determinadas as melhores concentragbées de
nitrato (159 mg L™), fosfato (49 mg L") e vitaminas (0,31 mg L") do meio ASM1 no
cultivo fototrofico, as quais maximizaram simultaneamente a densidade celular
(1,3E+07 céls mL™), teor de lipideos (20 %) e produtividade em lipideos (25 mg L™ d"
). Dentre os meios de cultura avaliados, com o BG11-N foram alcangadas as
maximas produtividades em biomassa e lipideos, 210 e 61 mg L' d7,
respectivamente. Na avaliagdo do cultivo fototréfico, heterotrofico e mixotrofico,
alcangou-se a maxima produtividade em lipideos (138 mg L™ d™') em mixotrofia. Com
o escalonamento do cultivo em fotobiorreatores de 1.100 L foram obtidos 1,5 kg de
biomassa seca e 250 g de lipideos através da batelada semicontinua, selecionada
como a melhor forma de condugéao do cultivo de Scenedesmus sp.. As produgdes de
biodiesel por transesterificagdo, hidroesterificagdo e saponificacdo/esterificagao
resultaram altas percentagens de ésteres, 99,3, 92,5 e 94,3 %, respectivamente,
com predominancia de C16 e C18. Os resultados mostraram que Scenedesmus sp.
SCIB-01 constituiu uma matéria-prima oleaginosa bastante promissora para a

producgao de biodiesel.
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The large reliance on non-renewable sources and highly polluting fuels such as
petroleum and its derivatives, has led the society to seek alternatives of renewable
energy. Current research indicates as emerging technology the production of fuel
biodiesel from microalgae. The objective of this study was to optimize the cultivation
conditions of the microalgae Scenedesmus sp. and use the oil to produce biodiesel.
As results, the best concentrations of nitrate (159 mg L), phosphate (49 mg L) and
vitamins (0.31 mg L") of ASM1 medium were determined in phototrophic cultivation,
which maximized the cell density (1.3E+07 cell mL™), lipid content (20 %) and lipid
productivity (25 mg L™ d™") simultaneously. Among the culture media evaluated, the
maximum biomass and lipid productivity were reached using BG11-N, 210 and 61
mg L7 d™, respectively. Analysing the phototrophic, heterotrophic and mixotrophic
cultivations, the maximum lipid productivity (138 mg L d”') was achieved with
mixotrophic. In the process of scaling-up the cultivation in photobioreactor of 1.100 L,
1.5 kg of dry biomass and 250 g of lipid were obtained through the semicontinuous
bacth, selected as the best form to conduce the Scenedesmus sp. cultivation.
Biodiesel productions by transesterification, hidroesterification, and
saponification/esterification resulted high methyl esters content, 99.3, 92.5 and 94.3
%, respectively, with predominance of C16 and C18. The results showed

Scenedesmus sp. SCIB-01 as a promising feedstock for the biodiesel production.
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CAPITULO 1

1. APRESENTAGAO DO TEMA

O crescente aumento da concentragdao de CO, na atmosfera, associado
principalmente a queima dos combustiveis de origem féssil, e a reducdo das
reservas de petroleo tem aumentado o interesse comercial em desenvolver
tecnologias para a producdo de combustiveis a partir de fontes renovaveis (HALIM
etal., 2012).

Uma das alternativas colocadas em questdo € o biodiesel, que apresenta
vantagens técnicas, ambientais, sociais e econdmicas quando comparado com o
diesel féssil. Diante disto, o biodiesel foi incluido na matriz energética brasileira em
2005 e hoje emprega-se uma ampla diversidade de o6leos e gorduras em sua
producao, destacando-se o 6leo de soja, 6leo de algodao e gordura bovina (ANP,
2014).

Os 6leos encontrados nas microalgas possuem caracteristicas fisicoquimicas
similares aos dos Oleos vegetais e esta vantagem, dentre inumeras outras,
corroboram o0 apontamento para as microalgas como sendo matérias-primas

promissoras para a producao de biodiesel (HALIM et al., 2012).
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Para aplicagdo das microalgas na produgdo de biodiesel, fazem-se
necessarios ainda muitos estudos a fim de se otimizar as condigbes de cultivos,
destacando-se o fototréfico, mixotréfico e heterotréfico como os melhores tipos; os
sistemas de cultivos, aberto ou fechado; as formas de conducgéo dos cultivos, como
batelada simples, semicontinua e alimentada; o meétodo de concentragdo da
biomassa e de extracdo de seu 6leo, bem como a tecnologia de produgao de

biodiesel.

No presente trabalho objetivou-se desenvolver diferentes concepgdes de
cultivos da microalga Scenedesmus sp. para o aproveitamento do seu 6leo na

producgao de biodiesel combustivel.

Composta de sete capitulos, a presente tese procurou cobrir de forma
abrangente esta complexa tematica. No primeiro capitulo, € apresentado de forma
sumarizada, o paradigma defectivo dos combustiveis de origem féssil, apontando o
biodiesel como excelente alternativa de combustivel veicular. Destaca-se ainda o
O0leo de microalgas como excelente matéria-prima para este fim mas com a

necessidade de otimizar as condi¢gdes do seu cultivo.

O segundo capitulo apresenta uma revisao bibliografica sobre os temas que
tangem a tematica abordada na presente tese: o biodiesel, relatando sua insergao e
evolucdo no mercado e as matérias-primas utilizadas; a microalga, destacando seu
metabolismo de lipideos; os sistemas de cultivo de microalgas e as principais
estratégias de conducao para este fim; bem como a extracdo de 6leo microalgaceo e

a producéao de biodiesel a partir deste.

As justificativas e os objetivos que nortearam a construgcao deste presente
trabalho sao relatados no terceiro capitulo. Os materiais utilizados e as metodologias
que foram empregadas sao descritas no quarto capitulo, enquanto os resultados
obtidos, assim como a anadlise estatistica e fenomenolégica dos mesmos, sao
apresentados no quinto capitulo. No sexto capitulo, encontram-se as conclusdes
obtidas a partir dos experimentos realizados. As referéncias bibliograficas utilizadas

para dar embasamento textual ao trabalho sao listadas no sétimo capitulo.

A seguir, estao listados os artigos publicados em revistas indexadas e anais
de congressos nacionais e internacionais, durante o desenvolvimento do presente

trabalho.
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CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados os diferentes aspectos tedricos que tangem
a tematica abordada na presente tese: o biodiesel, relatando sua insergcdo e
evolucdo no cenario dos biocombustiveis e as matérias-primas utilizadas com este
proposito; a microalga, destacando seu metabolismo de lipideos; os sistemas de
cultivo de microalgas e as principais estratégias de conducédo para este fim; bem

como a extragao de 6leo microalgaceo e a producao de biodiesel a partir deste.

2.1. BIODIESEL

O suprimento de energia esta na base da estruturacdo e da dinamica
operacional da sociedade humana nos seus mais diversos aspectos, desde o bem-
estar individual até o desempenho industrial e de prestacdo de servigos. Neste
contexto, o petréleo tem tido uma importancia impar, sendo responsavel pelo
fornecimento de um terco da energia primaria consumida no planeta (SILVA et al.,
2011). Alteracdes no suprimento ou uso desta fonte de energia ndo renovavel teriam
desdobramentos econdmicos, politicos e sociais importantes para a maior parte das

nagdes.
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A sociedade humana depara-se com a escassez e 0 aumento do preco do
petréleo, cuja média de prego do barril foi cotado em R$ 221,46 em 2013, mais que
o dobro da média cotada em 2004 (R$ 89,21) (ANP, 2014); além disso, as
avaliagcdes mais pessimistas afirmam que em cinco décadas chegar-se-ia a sua total
deplecédo. Paralelamente, a combustdo crescente de combustiveis fosseis tem
gerado, juntamente com o desmatamento, o acumulo de gases poluentes na
atmosfera, particularmente de CO, responsaveis pelo efeito estufa e consequentes
alteragbes climaticas. Esse atual quadro exige mudancas dos padrbes de
industrializagdo e de consumo da sociedade humana, de forma a reduzir a emissao
de gases de efeito estufa (SILVA et al., 2011).

Embora as “crises de petroleo” anteriores, como a dos anos 1970,
responsaveis pelo aumento do pregco do petrdleo tenham sido episddicas, a
conjungao e sinergia dos fatores acima mencionados, indicam uma tendéncia
crescente e irreversivel no aumento do preco e na diminuicdo do seu uso (PEREIRA
et al., 2008).

Neste contexto, o interesse na diversificagdo da matriz energética com fontes
de energia renovaveis, como 0s biocombustiveis, estda mobilizando
internacionalmente e de forma impar setores académicos, industriais, sociais e
governamentais com énfase no desenvolvimento de processos biotecnoldgicos

sobre o tripé de sustentabilidade ambiental, social e econémica.

No cenario dos biocombustiveis, o Brasil tem papel de destaque, pois ja vem
utilizando por muitas décadas alcool como combustivel ou sob a forma de uma
mistura contendo de 22 a 25 % de alcool na gasolina. Atualmente, o Brasil produz 28
bilhdes de litros de etanol por ano a partir da fermentagdo do agucar da cana-de-
agucar, colocando o pais em uma posicdo extremamente favoravel

internacionalmente em termos de emissao de CO, (MAPA, 2014).

A partir dessa experiéncia com o etanol, o Brasil teve sua segunda e mais
ambiciosa iniciativa na area dos biocombustiveis: a producdo de biodiesel. O
biodiesel apresenta a vantagem de ter quase o mesmo rendimento energético que o
Oleo diesel de petréleo, enquanto o etanol tem aproximadamente 70 % da densidade
energética da gasolina (FERRES, 2012).
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Na Resolucdo ANP n° 14 de 11/05/2012, encontra-se delineada a definigao
de biodiesel como sendo um combustivel composto de alquil-ésteres de acidos
graxos de cadeia longa, produzido a partir de uma reagado quimica entre 6leos ou
gorduras animais ou vegetais e um alcool, que pode ser o metanol ou o etanol (ANP,
2014).

O biodiesel pode ser utilizado em motores a combustdo interna com igni¢cao
por compressao, € totalmente miscivel em O&leo diesel mineral, aumenta a
lubricidade do combustivel melhorando o desempenho do motor, contribui para a
reducdo da temperatura do planeta, é biodegradavel, ndo é toxico e ainda

proporciona emprego e renda (AHMAD et al., 2011).

Por serem originados dos acidos graxos lineares, o biodiesel ndo contém
aromaticos, produtos amplamente conhecidos como cancerigenos e presentes nas
emissbdes da queima de Oleo diesel mineral, cuja combustdo é incompleta. Pela
combustao do biodiesel ser mais completa, reduzem-se os teores de monoxido de
carbono (CO), hidrocarbonetos (CH) ndo queimados e material particulado (MP).

Além disso, o biodiesel é isento de contaminantes como o enxofre (FERRES, 2012).

A Tabela 2.1 apresenta o quanto menos (valor negativo) ou o quanto mais
(valor positivo) de poluentes sao emitidos a partir da queima do biodiesel puro
(B100) e de suas diferentes misturas (B5 e B20) em comparagao com as emissoes

provenientes da queima do 6leo diesel de petréleo.

Tabela 2.1. Emissdes de poluentes (%) a partir da queima do biodiesel comparadas com as emissdes

da queima do 6leo diesel de petroleo.

Poluente B5 B20 B100
co -7 -15 -48
CO; -7 -9,5 -78
HC -5 -20 -67
MP -8 -15 -47
SOx -5 -20 -100
NOx <1 2a4 10a20

Elaborado com base em FERRES (2012).
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Na Figura 2.1, pode se verificar a comparagao do estado de filtros de material
particulado quando submetidos a passagem de emissbes de escapamento com
biodiesel e com diesel fossil. Estes dados mostram claramente os grandes

beneficios ambientais consequentes do uso de biodiesel.

Figura 2.1. Filtros com materiais particulados de biodiesel e de diesel féssil.
Fonte: Laboratério GreenTec/UFRJ.

Diante de tantas vantagens, optou-se por incluir o biodiesel na matriz
energética brasileira no ano de 2005 através do Programa Nacional de Produgao e
Uso do Biodiesel — PNPB — (Lei 11.097/2005), que autorizou a mistura de 2 % de
biodiesel B100 no diesel mineral comercializado, nomeado de B2 (ANP, 2014).

No periodo de 2007 a 2010, este biocombustivel se constituiu o produto
industrial brasileiro com maior crescimento, quando a mistura obrigatoria de 2 %
(B2) passou para 5 % (B5). De 2010 até 2013, ndo ocorreu um crescimento relativo
das metas do PNPB, ja que grande parte destas foram antecipadas logo nos
primeiros anos, como pode ser visualizado na Figura 2.2. Desta forma, o B5 que foi

previsto originalmente somente para 2013, foi antecipado em 2010 (FERRES, 2012).

Todavia, em maio deste ano (2014), a presidente Dilma Rousseff assinou a
medida proviséria (MP 647/2014) que aumentou em julho o percentual obrigatério do
biodiesel misturado ao diesel, de 5 % (B5) para 6 % (B6), e vai para 7 % (B7) a partir
de 1° de novembro deste ano (ANP, 2014).



CAPITULO 2. Revisdo Bibliografica 9

AUTORIZATIVO 3

2 0/0 2 0/0 3 O/O 4 0/0 5 0/0

Antecipacgao das metas

Figura 2.2. Evolugao da mistura obrigatoria de biodiesel no diesel no PNPB.
Elaborado com base em FERRES (2012).

Os marcos do PNPB foram acompanhados pelo rapido aumento da produgao
de biodiesel, como pode ser visualizada na Figura 2.3. A producdo de biodiesel
comegou com 736,3 mil litros em 2005, aumentando quase 100 vezes em 2006,
passando para 402,18 milhdes de litros em 2007 e para 1,17 bilhdo de litros em
2008. Como pode ser visualizado, os primeiros anos do programa foram marcados
por um grande crescimento. Entretando, devido a elevada ociosidade (40 - 60 %), o
numero de unidades produtoras de biodiesel parou de crescer a partir de 2008. Com
isso, reduziu-se a taxa de incremento do volume de biodiesel produzido nos anos
seguintes, atingindo um valor de 2,92 bilhdes de litros em 2013, o que aponta uma
curva crescente (ANP, 2014).

Segundo ANP (2014), a producao de biodiesel ja alcangou a marca de 2,7

bilhdes de litros em julho deste ano e deve chegar a 4,2 bilhdes até final do ano.

Ap6s a concepcao do PNPB, foram gerados no periodo de 2005 a 2010 R$ 4
bilhdes de investimentos e 1,3 milhdo de empregos nos diversos segmentos do
setor, desde a lavoura, passando pelo transporte, unidades produtoras e
distribuicao, inclusive postos de combustiveis (FERRES, 2012).

A inclusao social de agricultores familiares no fornecimento de matérias-
primas para a produgao de biodiesel € um dos pilares da sustentabibilidade social
do PNPB e esta sendo um modelo inédito no mundo (NOGUEIRA, 2010).
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Figura 2.3. Produgado de biodiesel no Brasil e percentagem de ociosidade das industrias em 2013
mediante a capacidade total de produgéo.
Elaborado com base em ANP (2014).

O diesel é o combustivel mais utilizado no Brasil, constituindo 57,7 % dos
combustiveis liquidos. E sua producdo em 2010 foi de 45 bilhdes de litros,
acrescidos de 9 % importados para suprir a demanda interna. O maior uso do diesel
se da no transporte rodoviario, que representa 75 % do total, seguido do uso
agropecuario, com 14 %, e 5 % para geragao de energia elétrica nos sistemas
isolados. Em termos regionais, o consumo de 6leo diesel e biodiesel no Brasil € de
37 % na regiao Sudeste, 16 % no Sul, 30 % no Nordeste, 9 % no Centro-Oeste € 8%
no Norte (ANP, 2014).

A adicdo de biodiesel no diesel evitou importacdes, entre 2007 e 2012, de
11,1 bilhdes de litros de diesel, uma economia praticamente de US$ 8 bilhdes em
divisas, que contribuiu diretamente nos resultados da balanga comercial brasileira do
periodo (FERRES, 2012).

Ao analisar a situagao brasileira no ranking mundial de produg¢ao de biodiesel
de 2013, foi detectado que o pais teve 12,73 % de participagédo e ficou atras da
Unido Européia (54,37 %), dos EUA (14,73 %) e Argentina (13,11 %) (Figura 2.4)
(FAPRI, 2014). Estima-se que o Brasil passe para a segunda posi¢cao no ranking de
2014, ap6s implementar a mistura de 7 % de biodiesel no diesel (B7) (ANP, 2014).
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Figura 2.4. Participacdo do Brasil na produgdo mundial de biodiesel em 2013.
Elaborado com base em FAPRI (2014).

2.1.1. MATERIAS-PRIMAS PARA PRODUGAO DE BIODIESEL

Constituem matérias-primas para a produgdo de biodiesel os dleos e
gorduras. Cerca de 80 % dos déleos produzidos no mundo sédo oriundos da soja,

palma (dendé), girassol e colza (canola) (FERRES, 2012).

No Brasil, as principais matérias-primas utilizadas para o biodiesel sdo o o6leo
de soja, gordura bovina e 6leo de algodao (ANP, 2014). Com menores participagdes
encontram-se o Oleo de fritura, gorduras de porco e de frango, 6leo de palma, 6leo
de canola e outros materiais graxos. Dentre os outros 6leos que também podem ser
empregados, encontram-se 0os de mamona, amendoim, macauba, babagu e
camelina (FERRARI et al., 2005).

Todavia, o 6leo de soja € a matéria-prima mais utilizada, com participagcédo de
aproximadamente 70 %, como pode ser visualizado na Figura 2.5, devido sua

abundancia e maturidade brasileira em sua produgao.
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Gordura de porco
0,60 %

Gordura bovina
27,13 %

Oleo de soja
68,13 %

Figura 2.5. Matérias-primas utilizadas na produgao brasileira de biodiesel em 2013.
Elaborado com base em ANP (2014).

O custo da matéria-prima constitui 75 % do custo total da produgdo de
biodiesel, devendo-se escolher aquela com o melhor custo beneficio para assegurar
um custo baixo deste biocombustivel (AHMED et al., 2011).

O custo da tonelada de graos de soja encerrou em US$ 453,29 em julho de
2014, enquanto o custo da tonelada do seu éleo ficou em US$ 814,73 (ABIOVE,
2014). O pregco médio da tonelada de biodiesel atingiu R$ 2.090 em 2013, enquanto
o 6leo diesel custou ao consumidor R$ 2.319/tonelada (ANP, 2014; MAPA, 2014).

Entretanto, uma desvantagem consideravel da soja € o fator producao de
alimentos versus producdo de biocombustivel, uma vez que a soja € um item
importante na matriz alimenticea do Brasil e de outros paises (NOGUEIRA, 2010;
SCHENK et al., 2008; STUART et al., 2011).

Sob este aspecto, o cultivo de microalgas visando a producdo de biodiesel

pode ser considerado altamente promissor, devido principalmente as seguintes
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vantagens (BARBOSA et al., 2003; BASU et al., 2014; NOGUEIRA, 2010;
OLAIZOLA, 2003; ROSCH et al., 2012; WU et al., 2012):

v Nao requererem terras araveis, podendo ser cultivada em regi&o desértica
e em solo degradado, uma vez que a demanda por terra é utilizada

apenas como suporte para o sistema de cultivo;
Nao competem com a agricultura;

v' Embora cresgcam em meio aquoso, consomem menos agua do que
plantas terrestres e a agua residual pode ser reutilizada no processo,

reduzindo o consumo global de agua doce;

v Sua producdo pode ser realizada durante todo o ano, ndo seguindo o

regime de safras;

v' Apresentam alta produtividade em biomassa e rapido acumulo de

lipideos, de 10 a 50 % da massa seca de muitas espécies;

v" Podem produzir mais da metade do oxigénio da natureza; seu cultivo ndo

exige a aplicagao de herbicidas ou pesticidas;

v' Os nutrientes para seu cultivo podem ser obtidos a partir de aguas

residuais e residuos agroindustriais;

v" Sao eficientes fixadoras de carbono atmosférico, ou mesmo o residual de
processos industriais, através da fotossintese (cada tonelada de
biomassa produzida consome 1,83 tonelada de CO,, 10 — 20 vezes mais

que o absorvido pelas plantas oleaginosas);

v" Podem produzir uma série de outros produtos valiosos além de lipideos,
tais como proteinas, carotendides e carboidratos, que podem ser
utilizados como alimento ou fertilizantes, fermentados para produzir etanol

ou outro produto com maior valor agregado.

Nao obstante em ter todas estas inumeras vantagens, o 6leo de microalgas é
semelhante aos O6leos vegetais e sua producédo (1 milhdo de litros/ha/ano) pode

superar a do Oleo de palma (5 mil litros/ha/ano) e de soja (450 litros/ha/ano).
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Analises financeiras mais otimistas afirmam que o 6leo de microalgas pode ser
produzido a um custo de US$ 0,50/L (CHISTI, 2007).

Ao constituir uma fonte de energia limpa a um custo bastante competitivo, a
aplicacao das microalgas para a produgao de biodiesel tem concentrado esforgos
em pesquisa e inovagcdo nos setores académicos e atraindo o interesse dos
investidores privados (HALIM et al., 2011; HUANG et al., 2010; HUERLIMANN et al.,
2010; Jl et al., 2014; SCHENK et al., 2008; STUART et al., 2011).

2.2. MICROALGAS

O grupo das microalgas agrupa microrganismos eucariotos e procariotos
fotossintetizantes, sendo a grande maioria fitoplanctonica (DERNER et al., 2006;
LEE et al., 2008). De acordo com a classificagao proposta por SIEBURTH et al.
(1978), o tamanho das microalgas varia entre 20-200 um. O numero de espécies de
algas pode exceder os milhdes e as microalgas constituem a maior parte (NOWAK &
ZIOLEK, 2005).

As microalgas sdo ubiquitarias e apresentam caracteristicas diversas, como:
podem ser unicelulares, coloniais e filamentosas; estao distribuidas principalmente
nos ambientes aquaticos, desde rios de agua doce (90 %) até lagos salgados, mas
também sao encontradas em solos terrestres; podem ou ndo apresentar motilidade;
podem viver em associagao simbidtica, entretanto a maioria € de vida livre; e tém
tolerancia para uma ampla faixa de pH, temperatura, turbidez e concentracao de O,
e CO; (LEE et al., 2008).

Este grupo heterogéneo esta entre os mais antigos do planeta e constituem a
base da cadeia tréfica de ecossistemas aquaticos, sendo 0s principais organismos
fotoautotréficos produtores de carbono organico nos mares e aguas de interiores
(CHISTI, Y., 2007; REYNOLDS, 2006).

Estima-se que a contribuicdo das algas de forma geral no processo de
producao do oxigénio estaria em torno de 50 a 60 % (ANDERSEN, 2005).

As trés classes de microalgas mais abundantes sdo as diatomaceas

(Bacillariophyceae), as algas douradas (Chrysophyceae) e as algas verdes (classe
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Chlorophyceae), esta datada da era proterozdica (3 bilhdes de anos atras)
(DEMIRBAS & DEMIRBAS, 2010).

Segundo ROSENBERG et al. (2008), as algas verdes ou cloroficeas sao as
mais promissoras para a producao de biodiesel, sendo os géneros Chlorella,
Chlamydomonas e Dunaliella os mais amplamente utilizados. Todavia, as espécies
de Scenedesmus e Chlorella vem sendo apontadas nos ultimos anos como as mais
eficientes no processo de fixagdo de CO, acoplado ao tratamento de aguas residuais
e a sintese de lipideos para a producao de biodiesel (BLERSCH et al., 2013; TANG
et al., 2012; XIN et al., 2010).

Neste sentido, XIN e colaboradores (2011) selecionaram Scenedesmus sp.
para a producao de 6leo e reportaram sua elevada atividade metabdlica (10 a 25 %
de 6leo), capacidade de resistir as severas variagdes ambientais e resisténcia as

elevadas concentragdes de nutrientes de aguas residuais.

Sendo assim, Scenedesmus constitui uma fonte de o6leo extremamente
promissora para a producdao de biodiesel. Este género pertence a familia
Scenedesmaceae, Ordem Chlorococcales, Clase Chlorophyceae e diviséo
Chlorophyta (LEE et al, 2008). Possui clorofila a e b, xantofilas (luteina e
prasinoxantina) e os carotendides a, B e y. O produto fotossintético de
armazenamento € o amido, que € composto de amilose e amilopectina e, ao

contrario de outras algas, € formado dentro do cloroplasto (REYNOLDS, 2006).

Scenedesmus é uma alga que comumente forma cendbios com duas, quatro
e oito células, mas também é encontrada como unica célula. A morfologia pode
variar consideravelmente pela alteragdo do meio de cultura onde estdo crescendo
(EGAN & TRAINOR, 1989). Em meio com pouco fosforo ou sais minerais, este
género ¢é induzido a crescer como unica célula, semelhante aos géneros Chodatella
e Franceia, e quando privado de nitrogénio, podem ocasionalmente formar
zoosporos (TRAINOR, 1992).

Na Figura 2.6, pode ser visualizada a morforlogia microscépica da microalga

Scenedesmus sp.
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Figura 2.6. Morfologia microscopica de Scenedesmus sp. cultivada em meio ASM1, 400 umol fétons

m2 s'1, 1 armin” e 23 °C.

2.2.1. CONDIGOES NUTRICIONAIS

A producao de lipideos e as concentragdes de diferentes acidos graxos em
microalgas parecem ser influenciadas principalmente pela composicdo do meio de
cultura. Frequentemente, o aumento no acumulo de acidos graxos é descrito como
consequéncia aos efeitos da limitacao de nutrientes e do tempo de cultivo (JI et al;
2014; CHELLAMBOLI & PERUMALSAMY et al., 2014; MATA et al., 2010).

Em condig¢des limitantes de crescimento, verifica-se uma queda na divisao
celular, na taxa fotossintética e na sintese de proteinas. A energia fotossintética é
desviada da divisdo celular para o acumulo de carboidratos e sintese de lipideos,
ocorrendo também um aumento da sintese de enzimas especificas para a absorgao
de nutrientes (HU et al., 2008; YEH & CHENG, 2012).

Por outro lado, HUERLIMANN e colaboradores (2010) verificaram um
aumento do conteudo de algumas classes lipidicas na fase exponencial de
Rhodomonas sp. e Isochrisys sp. cultivadas no meio de cultura K e sob 250 ymol de
fétons m? s™'. Usualmente, as microalgas apresentam uma pequena produgdo de
lipideos durante a fase exponencial, geralmente polares e poiliinsaturados, com um
aumento na sintese quando as culturas alcangam a fase estacionaria de
crescimento, predominando os apolares, produto de reserva (PIORRECK et al.,
1984).
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Na composicdo da biomassa microalgacea, além do carbono (C), estao
presentes pelo menos 19 elementos quimicos. Alguns sao necessarios em
concentragdes na ordem de miligramas por litro, como H, N, O, P, S, K, Na, Ca e
Mg. Outros podem ser detectados como elementos tragos ou micronutrientes e
normalmente sao requeridos em concentragdes de nanogramas a microgramas por
litro, como Si, Fe, Mn, Mo, Cu, Co, Zn, B e V. Esses micronutrientes séo
incorporados em moléculas organicas essenciais, como em uma variedade de
coenzimas (CoA, cobamamida e etc) que participam de reagdes primordiais a vida
da célula (REYNOLDS, 2006).

Os macronutrientes formam os constituintes estruturais das biomoléculas, da
membrana citoplasmatica e do meio intracelular, e ainda participam dos processos
energéticos e de regulacdo metabdlica. A sua auséncia ou insuficiéncia pode causar

danos afetando algumas funcdes vitais desses microrganismos (LOURENCO, 2006).

Dentre os nutrientes mais importantes estao o fésforo (P) e o nitrogénio (N),
0s quais existem no ambiente aquatico de diversas formas, como dissolvidos,
particulados ou na forma bidtica. Entretanto, apenas a forma dissolvida é
diretamente disponivel para o crescimento das microalgas. Varias espécies ainda
necessitam de quantidades infimas de compostos organicos para o seu crescimento,
como as vitaminas (LOURENCO, 2006).

O fésforo € um importante fator limitante ao crescimento de microalgas, pois é
essencial aos processos celulares como transferéncia de energia (ATP) e
biossintese de acidos nucléicos, fosfolipideos, DNA, etc, influenciando na
composicdo da biomassa. O ortofosfato inorganico (PO43) é a forma idnica de
fésforo de uso preferencial pelas microalgas e sua absor¢gdao € dependente de
energia. Por isso, esta é a fonte de P mais utilizada nos meios de cultura. Existem
outras fontes de fosforo inorganico que podem ser absorvidas pelas microalgas,
como o fosfato diacido (H,PO,) e o fosfato acido (HPO,?) que podem ser
provenientes do acido fosforico (HsPO4) (REYNOLDS, 2006).

As vitaminas sao compostos organicos essenciais ao funcionamento do
metabolismo e muitas podem ser encontradas como co-fatores de enzimas,
desempenhando a fungdo de coenzimas, que apresentam papéis vitais tanto para
manutencao e crescimento quanto para acumulos de biomoléculas na célula. Dentre

elas, econtram-se a biotina, coenzima que catalisa reagbes de ativagdo e



CAPITULO 2. Revisdo Bibliografica 18

transferéncia de CO,; a cobalamina (B12), coenzima que catalisa reagdes de
isomerizagao e transferéncia de grupos metil; e tiamina (B1), coenzima que catalisa

reacoes de ativacao e transferéncia de aldeidos (ALBERTS et al., 2010).

Alguns processos biotecnolégicos com microalgas almejam alcancgar altos
rendimentos em biomassa e para isso deve-se escolher os nutrientes e parametros
fisico-quimicos adequados, levando em consideracao o habitat natural das espécies
para determinar as necessidades basicas para seu crescimento. Em contrapartida,
algumas aplicagdes biotecnologicas visam condigdes de estresse para otimizar a
biossintese de biocompostos especificos, como os acidos graxos. Os fatores de
estresse mais estudados sao as concentragdes de certos nutrientes, intensidade
luminosa, temperatura, salinidade e pH. A limitacdo de nutrientes nos meios de
culturas afeta em grandes proporgdes a composi¢ao quimica das algas, assim como
sua taxa de crescimento (RADMANN & COSTA, 2008; YEH & CHENG, 2012).

BEN-AMOTZ (1995) reportou o cultivo comercial de Dunaliella sp. para a
producdo elevada de beta-caroteno em duas etapas: na primeira, utilizou-se
fotobiorreatores com excesso de N e baixa salinidade para otimizar a sintese de
biomassa; e na segunda, reduziu-se a concentragdo de N e usou alta salinidade

visando otimizar a produgao de beta-caroteno.

Em estudos realizados com microalgas cultivadas em baixas concentragdes
de nitrogénio, PIORRECK e colaboradores (1984) observaram um aumento no
conteudo lipidico dessas microalgas sem, no entanto, alterar o perfil lipidico e de
acidos graxos. Em culturas de Chlorella, nas quais a divisao celular cessou devido a
falta de nitrogénio no meio de cultura, o conteudo lipidico das células aumentou de
28 % para 70 %, coincidente com um decréscimo no conteudo protéico de 30% para
8% (ROUND, 1973).

As diferentes espécies de microalgas respondem de forma particular as
alteragbes nutricionais no ambiente externo. Porém, um padrdo conservado € a
capacidade de adaptagdo que esses organismos apresentam frente a variadas
condigdes. Por exemplo, um estudo realizado por AUBRIOT e colaboradores (2011)
demonstrou que o fitoplancton que crescia num lago com baixa disponibilidade de
fosfato era capaz de adaptar-se aos pulsos periddicos deste nutriente, devido a
liberagdo de fezes por animais aquaticos, e regular suas cinéticas de absorcao de

fésforo. Assim, o crescimento celular ocorre mesmo sem absorgao simultdnea de
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fosfatos, desde que estes sejam previamente acumulados na forma de corpos de
polifosfatos (AUBRIOT et al., 2011; YAO et al., 2011).

Atualmente, o nutriente mais utilizado para a realizacdo de estudos
fisiolégicos de microalgas € o nitrogénio (JI et al., 2014), cuja fonte usualmente
utilizada é o nitrato, mas também poderia ser uréia, dentre outras (LI et al., 2011).
Por isso, existe uma lacuna na literatura a ser preenchida referente a manipulagao
do fosforo e, mais ainda, de vitaminas no campo de fisiologia de microalgas.
Portanto, faz-se importante o desenvolvimento de mais estudos ecofisiolégicos
utilizando ndo somente o nitrogénio mas também o fésforo e as vitaminas (FENG et
al., 2011%, ZHENG et al., 2012).

2.2.2. TIPOS DE CULTIVO DE MICROALGAS

As carateristicas de crescimento e a composigao das microalgas também s&o
significativamente dependentes do tipo de cultivo, que pode ser fototrdfico,
heterotréfico, mixotrofico e fotoheterotréfico (ANDRULEVICIUTE et al.,, 2014,
AMARO et al., 2011; LIANG, 2013).

O cultivo fototréfico ocorre quando a microalga usa luz, por exemplo a luz
solar, como fonte de energia, e carbono inorgéanico, por exemplo o CO,, como fonte
de carbono para produzir energia quimica através do processo de fotossintese
(HUANG et al., 2010).

Este tipo de cultivo tem um apelo ambiental, uma vez que o dioxido de
carbono atmosférico, um dos principais vildes do efeito estufa, pode ser utilizado na
produgcao de biomassa microalgacea para o desenvolvimento de biocombustiveis, o
que ocasionaria um balanco energético favoravel. Principalmente por este motivo, o
cultivo fototréfico € o tipo mais comumente usado para o crescimento de microalgas
(MANDAL & MALLICK, 2009; YOO et al., 2010).

MATA e colaboradores (2010) relataram que as microalgas cultivadas
fototréficamente podem acumular um teor lipidico de 5 a 60 %, dependendo da
especie.

No entanto, intensidade de luz e suprimento de CO; insufucientes sdo sempre

questdes problematicas para o cultivo fototrofico. Em sistemas de cultivos abertos, a
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limitacdo € decorrente principalmente pelo fotoperiodo. Além disso, uma distribuigao
irregular da intensidade de luz afeta a produtividade em biomassa. Na literatura,
raramente s&o reportadas concentracdes finais de biomassa que ultrapassem 2 g L™
quando cultivadas com ar atmosférico (AZMA et al., 2011; ZHENG et al., 2012).

Alguns autores alegam que a suplementagdo do cultivo de microalgas com
mais CO, poderia aumentar as produtividades em biomassa e lipideos, ja que sua
concentracdo na atmosfera € baixa (BASU et al., 2014; ISHIDA et al., 2000;
MURADYAN et al., 2004). Entretanto, é importante construir sistemas que impegam
a perda do excesso de CO,. Além disso, deve-se garantir que a concentragao de
CO, néo seja alta suficiente a ponto de prejudicar a producao de lipideos, pois com o
aumento da absorcado de CO,, aumentar-se-ia a producao de O,, que atuaria como
inibidor das hidrogenases e reduziria, consequentemente, a producao de hidrogénio,
necessario a producao de lipideos (SUALI & SARBATLY, 2012).

Algumas espécies de microalgas podem nao so crescer sob condigdes
fototréficas, mas também podem utilizar carbono orgénico na auséncia de luz. Este
caso, no qual as algas usam o carbono organico tanto como fonte de energia quanto
como fonte de carbono, € chamado de cultivo heterotréfico (LIANG et al., 2013;
XIONG et al., 2008).

O cultivo heterotréfico evita problemas associados a limitagdo de luz e tem
apresentado relevantes resultados na produgdo de biomassa microalgacea, sendo
os rendimentos significativamente superiores aos do cultivo fototroéfico (HUANG et
al., 2010).

XU e colaboradores (2006) obtiveram um aumento de 40 % no teor lipidico
quando alterou o tipo de cultivo de Chlorella protothecoides de fototréfico para
heterotrofico.

A escolha pelo metabolismo heterotréfico € questionada no sentido de ser
necessaria a adicao de uma fonte de carbono orgéanica, o que pode acarretar custos
elevados se a mesma tiver que ser comprada e, com isso, inviabilizar a produg¢ao de
biocombustiveis a partir de microalgas. Sendo preferivel utilizar fontes orgéanicas
residuais com custo baixo (FENG et al., 2011%; LIANG et al., 2013).

No cultivo mixotréfico, a microalga € submetida a fotossintese e usa
compostos organicos e inorganicos (CO;) como fonte de carbono para o

crescimento. Assim, a microalga esta apta a viver tanto em condi¢oes fototroficas
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quanto em heterotréficas. Ao utilizar compostos organicos, a microalga libera CO;
via respiracdo e este é absorvido e utilizado sob cultivo fototréfico (MATA et al.,
2010).

No cultivo fotoheterotrofico, a microalga requer luz quando usa compostos
organicos como fonte de carbono. A principal diferenga entre o mixotréfico e o
fotoheterotrofico € que neste ultimo somente a luz € usada como fonte de energia.
Além disso, no fotoheterotrofico a luz e as fontes organicas sdo necessarias ao
mesmo tempo. Embora a producdo de alguns metabdlitos regulados pela
intensidade de luz possa ser aumentada em cultivo fotoheterotréfico, a aplicagao
deste tipo de cultivo para produgao de biodiesel é muito rara, assim como o caso de
cultivo mixotrofico. Além disso, ambos tipos de cultivo sdo limitados por risco de
contaminacao e exigéncia de luz (SUALI & SARBATLY, 2012).

Na Tabela 2.2 estdo sumarizadas as principais caracteristicas de cada tipo de

cultivo.

Tabela 2.2. Comparagéao das caracteristicas de diferentes tipos de cultivos de microalgas.

Fototréfico Heterotréfico Mixotréfico Fotoheterotréfico
Fonte de energia Luz Organica Luz e organica Luz
Fonte de _ ) Inorgénica e _

Inorganica Organica ) Orgéanica
carbono organica
Densidade

Baixa Alta Média Média
celular
Aberto ou Fermentador  Fotobiorreator Fotobiorreator

Tipo de reator

fotobiorreator convencional fechado fechado
Custo Baixo Médio Alto Alto
Baixa Alto custo de Alto custo de
Alto custo de
densidade substrato e substrato e
Principais substrato . .
. ~ equipamento equipamento
Contaminacgéao
desvantagens Risco de
em sistema _ Risco de Risco de
contaminagé&o _ _
aberto contaminagao contaminagao

Elaborado com base em SUALI & SARBATLY (2012).
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No cultivo fototrofico, os lipideos sao produzidos durante todo o ciclo celular
das microalgas através da fotossintese, composta por reagdes luminosas e reagoes
de fixacdo de carbono. Nas reagdes luminosas, a clorofila e outros pigmentos
absorvem energia luminosa, empregada na fotdlise da agua para producgao de Oy,
H* e elétrons. Os elétrons fluem nas membranas tilacoides do cloroplasto através de
uma seérie de carregadores, incluindo citocromos e quinonas, e sao utilizados na
reducdo de NADP® em NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido). Enquanto os protons sdo bombeados do lumen do tilacéide para o
estroma do cloroplasto pelas ATP sintases, gerando uma foga propulsora para estas
enzimas sintetizarem ATP (adenosina trifosfato) a partir de ADP e P;. Desta forma,
na presenca de luz e agua, sao produzidos ATP e NADPH, liberando O,
simultaneamente. Nas reacdes de fixagao de carbono, ou ciclo de Calvin, os ATP e
NADPH sao empregados na condesagao de CO; a ribulose-1,5-bifosfato para fomar
3-fosfoglicerato, reduzido a gliceraldeido-3-fosfato (GAP). O GAP pode ser obtido a
partir de compostos organicos, pode ser utilizado na formagao de carboidratos e
outras moléculas, e pode também seguir na rota da glicolise para ser oxidado em
acido piruavico, que por sua vez é convertido em acetil-CoA (HARDWOOD & JONES,
1989; HU et al., 2008).

A partir da molécula de acetil-CoA e de grupo carboxil derivado do
bicarbonato ocorre a producdo de malonil-CoA, catalisada pela enzima acetil-CoA
carboxilase. A biossintese de acidos graxos inicia com o malonil-CoA que é
alongado através de reacgdes repetitivas nas quais séo adicionados grupos acetil da
acetil-CoA, catalisada por um sistema conhecido como acido-graxo sintase
(HARDWOOD & JONES, 1989; HU et al., 2008).

Os acidos graxos sao utilizados na formacdo dos lipideos, como o0s
triacilglicerois. Os triacilglicerdis sdao compostos por trés acidos graxos contendo
entre 12 e 22 carbonos saturados, mono ou poliinsaturados unidos por uma ligagao

éster a uma molécula de glicerol (ZEMKE et al., 2010).

SUALI & SARBATLY (2012) associaram o baixo acumulo de lipideos no
cultivo fototréfico de microalgas, comparando com o heterotrofico, a baixa
concentracado de grupos acetil, cujo aporte € menor se obtido através da fixacdo de

CO,, ao invés de uma fonte organica, como a glicose.
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2.2.3. FONTES PROMISSORAS DE CARBONO ORGANICO PARA OS CULTIVOS
HETEROTROFICO E MIXOTROFICO DE MICROALGAS

As principais fontes de carbono aplicadas nos cultivos heterotréfico e
mixotréfico sdo a glicose, o glicerol e o acetato de sddio. A glicose é a fonte de
carbono que tem apresentado os melhores resultados para o crescimento
heterotréfico (teor lipidico maior que 30 %), porém o glicerol vem surgindo como
uma excelente opg¢ao para este cultivo, apresentando, além de bons resultados, a
possibilidade da reutilizagcdo de um subproduto da producdo do biodiesel
(ANDRULEVICIUTE et al., 2014; FENG et al., 2011%; ZHENG et al., 2012).

Diversas fontes alternativas, como aguas residuais, melaco de cana e
carboidratos hidrolisados, tém sido propostos para aplicagdo como fontes de
carbono para estes tipos de cultivo, sendo sua eficiéncia ditada pela capacidade de
metabolizacdo de cada espécie de microalga (LIANG et al., 2013).

Alguns trabalhos focam seus esforcos na busca por fontes organicas mais
baratas, como o hidrolisado de milho, ao invés de glicose, utilizado por XU e
colaboradores (2006) que alcancaram alta produtividade em biomassa (2 gL' d") e
lipideos (932 mg L™ d™') de Chlorella protothecoides. As maiores produtividades em
lipideos obtidos com C. protothecoides foram reportadas por XIONG e
colaboradores (2008), 3700 mg L™ d”', realizando um cultivo heterotréfico conduzido
em batelada alimentada em fermentador de 5 L. Assim, varios trabalhos da literatura
relatam produtividades em lipideos altissimas quando se realiza cultivo heterotrofico,
que pode aumenta-la em até 20 vezes quando comparado com o cultivo fototréfico
(XIONG et al., 2008).

Visando a aplicagao de outros substratos organicos no cultivo heterotréfico, e
com isso a diversificacdo desta matéria-prima, o presente trabalho teve interesse
nos residuos agroindustriais lignoceluldsicos, principalmente na biomassa residual
da industria de celulose.

Na produgcao de celulose, a madeira é processada através de etapas de
digestdo alcalina, deslignificagcdo, lavagem e depuragao, nas quais sao gerados
inumeros residuos, como cavacos residuais, alcali ativo, licor negro e fibras. Todos
os residuos, exceto os cavacos residuais, sao direcionados para os sistemas de

decantacdo, onde o residuo liquido € separado dos solidos, que constituem a
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biomassa residual. Nesta biomassa encontram-se todas as fibras refugadas de
algumas etapas da producao de celulose, ou seja, fibras que ndo tém qualidade
requerida para constituir a pasta de celulose ou papel e, por isso, sdo descartadas
(ARACRUZ, 2010).

Por ser uma biomassa lignoceluldsica, a biomassa residual da industria de
celulose é constituida por: celulose, um homopolissacarideo linear formado por
unidades de p-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas p-1,4 e por ligagdes
hidrogénio; hemicelulose, um heteropolissacarideo formado principalmente por
xilose, arabinose, manose e glicose; e lignina, uma macromolécula de alcoodis
aromaticos, que unida a hemicelulose envolve a celulose e a protege de ataques
fisicos e microbioldgicos (ARANTES & SADDLER, 2010; SUN & CHENG, 2002).

Nos processos de aproveitamento da celulose de materiais lignoceluldsicos
residuais, como o bagac¢o de cana, normalmente € necessaria a realizagao de pré-
tratamentos que visam, principalmente, a remogao da hemicelulose e da lignina. E
em seguida, deve-se hidrolisar a celulose para disponibilizar os monémeros de
glicose a serem utilizados pelo microrganismo. A hidrolise da celulose pode ser
catalisada por um complexo enzimatico chamado de celulases. As celulases sao
compostas por: endoglicanase, que ataca as regides de baixa cristalinidade da fibra
celuldsica, criando extremidades livres na cadeia; exoglicanase ou celobiohidrolase,
que degrada ainda mais a molécula através da remogao das unidades de celobiose
das extremidades livres da cadeia; e B — glicosidase, que hidroliza as celobioses,

liberando moléculas de glicoses (SILVA et al., 2011).

Todavia, no aproveitamento da biomassa residual da industria de celulose
poderia ser realizado apenas uma hidrolise com celulases para disponiblizar as
moléculas de glicose, sem submeter esta biomassa a pré-tratamentos. Isto confere
uma grande vantagem frente a outras biomassas lignoceluddsicas residuais, pois

acarreta uma brusca reducgao de custos.

Contudo, a respectiva biomassa residual constitui uma fonte promissora de
agucares para o cultivo heterotrofico de microalgas visando a producgao de biodiesel,
mas ainda nao foi empregada com este propdsito.

Vale ressaltar a necessidade de translocar qualquer biomassa residual de sua
posicao de residuo para a de matéria-prima, visando tanto a reducédo dos impactos

ambientais quanto o desenvolvimento economicamente viavel. E, ao se pensar em
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empregar carboidratos residuais, logo com custo reduzido, em cultivos heterotroficos
de microalgas, acopla-se mais uma vantagem a esta fonte promissora de energia

renovavel.

2.3. SISTEMAS DE CULTIVOS DE MICROALGAS

Os sistemas de cultivo de microalgas foram desenvolvidos durante as
primeiras décadas do século XX. Os sistemas de cultivo em larga escala comumente
empregados sao do tipo “open ponds” ou pista aberta (Figura 2.7), onde tanques de
tamanhos variados sdo mantidos a céu aberto, expostos as condi¢gdes naturais de
iluminagdo, temperatura, evaporagdo e contaminagdo. Estes tanques geralmente
sdo rasos, construidos em concreto, fibra de vidro ou policarbonato, com fundo de
terra ou revestidos com material plastico, onde as culturas sdo mantidas em
circulagéo constante (RAWAT et al., 2013).

Figura 2.7. Sistemas de cultivo aberto e fechado (GREENWELL et al., 2010).

Outro sistema mais sofisticado de cultivo que vem sendo desenvolvido é o
fotobiorreator, um sistema fechado (Figura 2.7). Estes equipamentos sé&o
construidos geralmente com tubos plasticos, vidro ou policarbonato, distribuidos em
painéis de forma achatada ou em serpentinas. Um aspecto muito interessante dos
fotobiorreatores é a possibilidade de controlar as condigdes de cultivo. Dessa forma,
a concentracdo de nutrientes, temperatura, luz e pH podem ser ajustados para a

obtengcdo de maior biomassa em um espago de tempo menor, alcangando-se
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produtividade muito maior quando comparado com os sistemas abertos (RAWAT et
al., 2013).

Nos sistemas abertos, alcangcam-se produgdes proximas de 180 toneladas/
ha/ano, sofrendo concorréncia natural dos outros microrganismos no meio de cultivo.
Ainda mais expressiva é a produgado em fotobiorreatores fechados, que proporciona
volumes maiores, as vezes superiores a 1.500 toneladas/ha/ano, em virtude de
poder otimizar o ambiente com luminosidade, temperatura e pH propicios para o
crescimento da populagéo de microalgas. Na atualidade, 95 % do total de produgéo
de microalgas sao realizados nos sistemas abertos, em torno de 20.000 toneladas
de microalgas/ano, volume ainda incipiente quando se trata de biocombustiveis
(FERRES, 2012).

Um estudo realizado por CHISTI (2007) corrobora as vantagens da produgao
de microalgas em fotobiorreatores, em detrimento aos tanques de recirculagao.
Tomando como base de calculo a producédo de 100 toneladas de biomassa para os
dois sistemas, com mesma absorcdo de CO,, a produtividade volumétrica de
fotobiorreatores € 13 vezes maior que a de tanques. A necessidade de area também
favorecem aos fotobiorreatores, que é aproximadamente 30 % inferior, assumindo
uma produtividade similar entre os dois equipamentos. Os custos de separagao
também é uma vantagem dos sistemas fechados, pois o cultivo € 30 vezes mais
concentrado que nos tanques de recirculagao, portanto a separagao da biomassa da
agua é facilitada (MOLINA et al., 2003).

O custo estimado de producgdo para cada quilograma de biomassa é US$ 2,95
e US$ 3,80 para fotobiorreatores e tanques de recirculagdo, respectivamente. Esses
valores nao contabilizam os custos de fornecimento do CO,, que poderia ser obtido
a custo zero. Se a capacidade anual de producdo de biomassa ultrapassar 10.000
toneladas, os custos de produgdo por quilograma reduzem para US$ 0,47 e US$
0,60, para fotobiorreatores e tanques de recirculagao, respectivamente, por causa da
economia de escala (CHISTI, 2007).

Entretanto, os fotobiorreatores tém varias desvantagens que necessitam ser
consideradas e abonadas, como a dificuldade de ampliacdo, deterioragdo do
material transparente utilizado, alto custo de construgdo (investimento 10 vezes
maior que do tanque aberto) e possiveis danos as células pelo estresse de
cisalhamento (BRENNAN & OWENDE, 2010; MATA et al., 2010).
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2.4. FORMAS DE CONDUGAO DE CULTIVOS MICROALGACEOS

Existem inumeras formas de se conduzir um cultivo de microalgas, seja em
sistemas abertos ou fechados, em cultivos fototréfico, mixotréfico ou heterotroéficos.
Dentre elas, destacam-se o processo descontinuo simples, o semicontinuo, o

descontinuo alimentado e o continuo.

O processo descontinuo simples, também designado como batelada simples,
€ aquele no qual sdo adicionados ao biorreator o meio de cultura e o indculo de
microalga, simultaneamente ou ndo. E apdés um determinado tempo, termina-se o
cultivo e separa-se a biomassa do meio. Para o caso de se utilizar sistemas
fechados com o propdsito de manter a cultura estéril, esta forma de conducgao € a
mais segura (SCHMIDELL et al., 2001).

No processo semicontinuo (batelada semicontinua), adiciona-se o indculo de
microalga e o meio de cultura no biorreator e aguarda-se o fim do crescimento. Em
seguida, retira-se parte do cultivo (30 a 60 %, por exemplo), mantendo-se no reator
o restante da cultura, que constituira o in6culo da proxima batelada. Para a segunda
batelada, adiciona-se ao reator um volume de meio igual ao volume retirado,
enquanto a parte retirada € encaminhada para o processo de separagao ou sua
aplicacao direta. Apos isso, espera-se o fim do crescimento das microalgas na
segunda batelada e repete-se o ciclo de producdo, até quando as células
apresentarem um rendimento satisfatério. Nesta forma de conducgao se busca evitar
o preparo de um novo in6culo para cada batelada, o que sempre significa custo
adicional para o processo, além de significar também um certo tempo para obtencéo
do in6culo, bem como o consumo de nutrientes para isto (SANTOS et al., 1992;
SCHMIDELL et al., 2001).

O processo descontinuo alimentado, ou batelada alimentada, € definido como
uma técnica que adiciona um ou mais nutrientes durante o cultivo e em que o
produto, neste caso a biomassa, permanega no reator até o final do crescimento. A
vazao de alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo; pode ainda ser
feita de forma continua ou intermitente, sendo conhecida como batelada alimentada
continua ou por pulsos, respectivamente. No final do cultivo, retira-se toda a cultura

e a direciona para outros processos, como o de separagao. Esta forma de condugéao
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diferencia-se da semicontinua por ndo manter no biorreator parte da cultura a ser
utilizada como inéculo no proximo cultivo (SCHMIDELL et al., 2001; YAMANE &
SHIMIZU, 1984).

O cultivo em batelada continua caracteriza-se por possuir uma alimentagao
continua de meio de cultura a uma determinada vazao constante, sendo o volume
de cultivo mantido através da retirada continua de biomassa. A manuntencédo de
volume constante no biorreator € de primordial importancia, a fim de que o sistema
atinja a condicdo de estado estacionario ou regime permanente, no qual a
concentracdo de células e de substrato limitante permanega constante ao longo do
tempo de operacado, que é limitado pela viabilidade das células (FACCIOTTI &
SCHMIDELL,1995; SCHMIDELL et al., 2001).

E claro que existem inUmeras particularizagdes e possibilidades de alteracéo
das variaveis destas formas de condugdo de cultivos de microalgas, as quais

possibilitam uma grande flexibillidade de operacgao.

2.5. LIPIDEOS DE MICROALGAS E SUA EXTRAGAO

O perfil lipidico entre as microalgas marinhas e de agua doce apresenta
semelhancgas, variando nas propor¢cdes de cada acido graxo. Os acidos graxos
compreendem a maior fragdo de lipideos, entre 25 a 60 % dos lipideos totais. O
conteudo lipidico nesses organismos varia em média entre 10 a 40 % em certas
condig¢des, podendo alcangar mais de 50 % do peso seco. Todavia, encontra-se nos
casos com maiores teores lipidicos uma baixa produgcdo de biomassa, sendo
necessario otimizar as condi¢gdes que favoregam ambas variaveis, altas densidades
de células e teores de lipideos (CHISTI, 2007; MATA et al., 2010).

Os lipideos neutros estocam energia para a célula, enquanto os lipideos
polares, glicolipideos e os fosfolipideos sédo partes estruturais de membranas
celulares, além de participarem de atividades de modulag&do. A maioria dos lipideos
neutros é triacilglicerol e acido graxo livre, podendo representar até 80 %. A sintese
de acidos graxos nas microalgas ¢€ inicialmente dirigida a formacado das membranas
celulares, organelas, cofatores enzimaticos, transportadores, mensageiros

intracelulares e lipideos de reserva. Mas, como ja foi citado, o conteudo lipidico pode
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variar de acordo com a espécie, nutricdo, época e estagio de crescimento da alga
(DERNER et al., 2006; NARENDRA et al., 2010).

Em espécies marinhas, as maiores fragdes sao constituidas de acidos graxos
poliinsaturados, em especial, o acido aracdénico e o acido eicosapentaendico. Os
acidos graxos poliinsaturados (Polyunsaturated Fatty Acids — PUFA) também estao
presentes em microalgas de agua doce em propor¢gdes menores, além dos
moinsaturados (MUFA) e saturados (SAFA). No entanto, é importante ressaltar que
0 meio marinho € mais complexo do que o de agua doce. Além disso, espécies
diferentes podem se comportar diferentemente também na produgao de lipideos,
sendo necessarios estudos com um numero maior de espécies que possibilitem uma
melhor comparagao dos resultados com linhagens de agua doce (ROUND, 1973;
HUERLIMANN et al., 2010).

Dentre os varios acidos graxos de microalgas, os comercialmente relevantes
sdao os PUFA’s essenciais, como acido linoléico (18:2), linolénico (18:3),
araquidénico (20:4) e eicosapentaendico (20:5). Alguns dos acidos graxos de
microalgas com potencial para utilizagdo na produgao de biodiesel sdo: palmitico
(16:0), estearico (18:0), acido oléico (18:1), linoléico (18:2), undecaendico (11:0),
duodecaendico (12:0), cis-eicosaendico (20:1) e heptadecaendico (17:0) (RAWAT et
al., 2013).

Embora todas as etapas de producdo de microalgas citadas anteriormente
sejam essenciais, a escolha do método de extragdo dos lipideos, localizado no
interior da célula, é de fundamental importancia para aumentar a eficiéncia do

processo como todo (LEE et al., 2010).

Devido a solubilidade dos lipideos em solvente, a sele¢cao deste deve atender
a alguns requisitos, como: possuir seletividade para separar o 6leo de materiais
indesejaveis; baixa toxicidade; facil recuperagcdo sem deixar residuos no Oleo;
imiscibilidade em agua; e apresentar ponto de ebuligdo que favorega sua posterior
eliminacdo. Solventes como hexano, metanol, etanol e misturas de
cloroférmio:metanol, etanol:hexano, cloroférmio:metanol:agua e etanol:hexano:agua
sdo comumente utilizados para extracao lipidica de microalgas. A fracao lipidica
extraida pode mudar seu conteudo e composicao de acordo com a polaridade do
solvente (D’OCA et al., 2011; KING et al., 2002).
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Varios métodos de rompimento celular podem ser utilizados para ruptura da
parede celular, incluindo processos mecanicos, tais como moinhos e ultrassom, e
nao mecanicos, incluindo choque osmatico, autoclave, hidrélise enzimatica, acida e
alcalina (SING et al., 2010).

Os trabalhos reportados na literatura relatam o uso de diferentes solventes
organicos associados ou nao a diferentes métodos de rompimento celular. LEE e
colaboradores (2010) reportaram o efeito de diferentes métodos de extragao lipidica
sobre as microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. e Botryococcus sp. Entre
os resultados obtidos na extracdo com cloroférmio:metanol (1:1) associado ao uso
de autoclave, triturador, micro-ondas, sonicador e solugao de NaCl 10 %, as maiores
produtividades alcancadas com as trés espécies foram com o método associado a
micro-ondas, equivalentes a 7,4 mg L d”' para C. vulgaris e Scenedesmus sp. e

10,2 mg L™ d para Botryococcus sp.

2.6. TECNOLOGIAS DE PRODUGAO DE BIODIESEL DE MICROALGAS

O processo de produgcdo de biodiesel que ainda predomina € a
transesterificagdo. A transesterificacdo consiste numa reagao catalitica de
trialcilgliceréis (TAG) com alcodis de cadeia curta, geralmente metanol ou etanol,
formando ésteres (metilicos ou etilicos) de acidos graxos, constituintes do biodiesel,
e glicerina. Estequiometricamente, para cada trés mol de alcool e um mol de TAG
sao produzidos trés mol de ésteres e um glicerol (LAM & LEE, 2012).

Para o processo de transesterificagdo, geralmente, faz-se necessario uma
etapa prévia de extracdo do 6leo onde se encontram os trialcilgliceréis, podendo
esta etapa ser conduzida simultaneamente a de transesterificacdo, conhecida como
transesterificagao in situ, mas que requer biomassa seca. Existem restricdes quanto
a qualidade dos 6leos ou gorduras a serem utilizados neste processo, tais como
baixas acidez e umidade, pois os catalisadores comumente utilizados neste tipo de
reacado, tais como hidroxidos ou metoxidos de sodio ou potassio, também séao
reagentes da reagao de saponificagdo formando sabdes de acidos graxos. Estes

sabdes consomem o catalisador utilizado, reduzem a eficiéncia catalitica, aumentam
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a viscosidade e acrescentam um maior grau de dificuldade a purificacdo (MA &
HANNA, 1999; ZHANG et al., 2010).

Uma via alternativa de obtencdo dos ésteres que compde o biodiesel € a
hidroesterificacdo, um processo que envolve uma etapa de hidrdlise, que consiste
numa reacgao quimica entre o 6leo e a agua, gerando-se glicerina e acidos graxos,
seguida de uma etapa de esterificagdo, na qual os acidos graxos reagem com um
alcool produzindo éster mais agua (HALIM et al., 2012).

Neste processo, podem ser empregadas matérias-primas com qualquer teor
de acidez e umidade, como biomassa umida de microalgas; obtém-se uma glicerina
mais pura que a da advinda da transesterificacdo; o biodiesel € gerado com elevada
pureza, sem necessidade de etapas de lavagem que geram efluentes e elevado
consumo de compostos quimicos; e a agua, subproduto, pode ser reutilizada no
processo de hidrélise (ARCEO, 2012; SANCHEZ et al., 2011).

Através da reagao de saponificagdo dos triacilglicerois e acidos graxos livres
presentes na biomassa microalgacea também chegar-se-ia ao biodiesel, apds etapa
de acidulacdo da fase saponificavel seguida da esterificacdo dos acidos graxos
(HALIM et al., 2012; PINTO et al., 2005). Neste processo, também podem ser
empregadas matérias-primas com alto teor de acidez e umidade. O biodiesel é
gerado com elevada pureza, sem necessidade de etapas de lavagem que geram
efluentes e elevado consumo de compostos quimicos; e a agua, subproduto, pode

ser reutilizada no processo de saponificacdo (HALIM et al., 2012).

O metanol e o etanol podem ser utilizados tanto na extragdo quanto na
hidroesterificacao, transesterificagdo, transesterificacdo in situ e saponificagao/
esterificacdo. O alcool pode atuar tanto como solvente extrator e quanto como
agente de (trans)esterificacdo. Ha uma preferéncia pelo metanol, principalmente em
outros paises, devido suas vantagens técnicas e econdmicas. Por exemplo, a
quantidade de metanol consumida por 1000 L de biodiesel € de 90 Kg e o excesso
recomendavel durante o processo é de 100 %. Enquanto que para o etanol, o
consumo fica em 130 Kg por 1000 L de biodiesel e o excesso recomendavel em 600
%. Entretanto, no Brasil, por existir uma grande oferta de alcool etilico, ha maior
viabilidade de se optar pela rota etilica do que a metilica, tendo em vista suas

vantagens ambientais consideraveis (MEHER et al., 2006).
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ARCEO (2012) comparou as propriedades do biodiesel obtido a partir de
Nannochloropsis oculata com a norma padrdo de qualidade para biodiesel e diesel
segundo o método ASTM. E o biodiesel de microalga atendeu aos parametros de
qualidade como ponto de fulgor, ponto de solidificagdo, ponto de filtragcdo a frio e
acidez, ndo atendendo apenas na viscosidade, que ficou um pouco mais alta que a
faixa ASTM, conforme a Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Comparagéao das propriedades do biodiesel de microalga e diesel convencional com o

padrdao do método ASTM para biodiesel.

PROPRIEDADE BIODIESEL DE DIESEL PADRAO ASTM
MICROALGA
Densidade (Kg/L) 0,864 0,838 0,86-0,90
Viscosidade (mm2/s a 40°C) 4.8 1,9-41 3,5-5,0
Ponto de fulgor (°C) 138 75 Min 100
Ponto de solidificagao (°C) -12 -50 a -10 -
Ponto de filtragao a frio (°C) -11 -3,0 (max -6,7) verdao max 0
inverno max < -15

Acidez (mg KOH/qg) 0,374 max 0,5 max 0,5
Aquecimento (MJ/kg) 41 40 - 45 -
Taxa H/C 1,81 1,81 -

Elaborado com base em ARCEO (2012).

As microalgas parecem ser a unica fonte renovavel para producdao de
biodiesel com capacidade de suprir a demanda global de combustiveis no setor de
transporte. No caso do Brasil, € estimada a produgéo de 29,5 milhées de toneladas
de biodiesel para a substituicdo de todo o diesel utilizado em transporte por ano.
Considerando a soja como matéria-prima, seria necessaria a ampliagao do cultivo
em 63 milhdes de hectares para atender esta necessidade, enquanto utilizando-se
microalgas cultivadas em fotobiorreatores, poderia utilizar apenas 55 mil ha para a
mesma produgdo (PEREZ, 2007).

Além do biodiesel, as microalgas podem fornecer diversos tipos de

biocombustiveis renovaveis, como por exemplo: o metano produzido a partir de
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digestdo anaerdobica de sua biomassa; o biohidrogénio produzido durante a

fotossintese; e o bioetanol produzido a paritr de seus carboidratos (CHISTI, 2007).

E fato conhecido que as microalgas podem ser uma alternativa para obtencéo
de acidos graxos para o consumo humano, visto que sao grandes produtoras de w-3
(BARCLAY et al. 1994). Muitas algas produzem acidos graxos de cadeia longa (>
C:18) e apresentam mais de 20 % dos seguintes acidos graxos: eicosapentandico
(EPA), docosahexandico (DHA) e aracddnico (AA), que sao de grande interesse da
industria alimentar. Os PUFA’s da série w-3 e w-6 como o EPA, o DHA e o AA
também sao considerados farmacologicamente importantes desde o ponto de vista
dietético até o terapéutico (HARWOOD & GUSCHINA, 2009). Segundo SPOLAORE
et al. (2006), as microalgas possuem composi¢do nutricional proxima a dos
alimentos convencionais que afetam positivamente a saude. E pela quantidade de
proteinas presentes em varias espécies podem ser consideradas como fontes

destas biomoléculas.

Dentro deste contexto, a microalga passou a ser utilizada no inicio na década
de 60, quando espécies de Chlorella e Spirulina foram produzidas para serem
suplementos dietéticos, enquanto Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis eram

utilizadas como fontes de B-caroteno e astaxantina (BENEMAN, 1990).

Nas ultimas décadas, ampliou-se a aplicagao das microalgas na aquicultura,
introduzida como alimentagdo direta ou indireta de algumas espécies de peixes,
moluscos e crustaceos (DERNER et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006).

Além das aplicagdes citadas, muitas pesquisas vém sendo realizadas em
outros campos, tais como: no tratamento de aguas residuais de processos
industriais; para a detoxificagdo biolégica e remogao de metais pesados; como
bioindicadores de nutrientes e substancias toxicas (detergentes, efluentes
industriais, herbicidas, etc.); na agricultura, como biofertilizante do solo; e no
emprego de moléculas bioativas com propriedades antibiéticas, anticancer, anti-
inflamatdrias, antivirais, redutoras do colesterol, enzimaticas e com outras atividades
farmacolégicas (DERNER et al., 2006).

Contudo, a humanidade passou a utilizar as microalgas na soluciao de
inumeros problemas atraves de sua aplicagao direta ou do uso de suas biomoléculas

de alto valor agregado do ponto de vista ambiental, social e econémico.
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CAPITULO 3

3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Neste capitulo é apresentada a justificativa para o desenvolvimento do
presente trabalho, assim como o objetivo geral do trabalho e os objetivos especificos

idealizados para que esse fosse alcangado.
3.1. JUSTIFICATIVA

Petrdleo, gas natural e seus derivados representam 55 % do consumo
mundial de energia. S&o esses combustiveis que permitem a existéncia dos meios
de transporte rapidos e eficientes que temos hoje, bem como boa parte das
atividades industriais. Lamentavelmente, a previsao de durabilidade para as fontes
de petroleo nado ultrapassa mais do que cinco décadas; a seguranga do
abastecimento € problematica para muitos paises que os importam; e 0 seu uso € a
principal fonte dos gases poluentes que estdo provocando mudancgas climaticas a
nivel global (SILVA et al., 2011).

E preciso, pois, encontrar substitutos para esses combustiveis. Nada mais

racional do que produzi-los com base em matéria organica renovavel (biomassa), da
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qual, no passado distante, os combustiveis fésseis foram originados. Uma das
opcoes € o biodiesel, um excelente substituto para o diesel, que é o combustivel

mais utilizado do Brasil.

Dentro desta panoramica, torna-se evidente a importancia do
desenvolvimento de processos de producdo de biodiesel a partir do 6leo de
microalgas, cujas vantagens em relagao a soja, principal matéria-prima utilizada para
o biodiesel, sdo: ndo requerem terras araveis (BARBOSA et al., 2003); nao
competem com a agricultura (OLAIZOLA, 2003); sua produgao nao segue regimes
de safra (BARBOSA et al., 2003); fixam CO, de 10 a 20 vezes mais (cada tonelada
de biomassa produzida consome 1,83 tonelada de CO,); sua producéo de 6leo (1
milhdo de litros/ha/ano) supera a da soja (450 litros/ha/ano); e ainda pode ser
produzido a um custo bastante competitivo (US$ 0,50/L) (CHISTI, 2007).

Dentre as alternativas de microalgas, muitos trabalhos reportados na literatura
apontam o género Scenedesmus como 0 mais promissor para a captacao de CO;
acoplada com o tratamento de aguas residuais visando a produc¢ao de biodiesel,
devido a sua resisténcia as condigbes ambientais severas, nas quais aumentam sua
atividade metabdlica em direcdo ao acumulo de dleo. Entretanto, tais trabalhos
indicam a necessidade de otimizar o cultivo de Scenedesmus sp. a fim de maximizar
a produtividade em lipideos e, com isso, reduzir os custos da producéo de biodiesel
a partir de sua biomassa (BASU et al., 2014; BLERSCH et al., 2013; TANG et al.,
2011; WU et al., 2012; XIN et al., 2010).

3.2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a otimizacdo das condi¢des de cultivo
da microalga Scenedesmus sp. para a utilizacdo de seu 6leo na producao de

biodiesel.

Para alcangcar o objetivo descrito, alguns objetivos especificos foram

definidos:

v' Otimizar as concentracbes de nitrato, fosfato e vitaminas do meio ASM1,

utilizado no cultivo fototrofico de Scenedesmus sp. SCIB-01, com o propdsito
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de mensurar os efeitos destas variaveis sobre a densidade celular, o teor de
lipideos e a produtividade em lipideos totais, maximizando tais respostas

simultaneamente e validando as melhores condi¢gbes estabelecidas;

v Avaliar diferentes meios de cultura no cultivo fototréfico de Scenedesmus sp.,
comparando seus efeitos sobre a produtividade em biomassa e lipideos e

determinando qual o melhor para este propdsito;

v Avaliar os cultivos fototréfico, mixotréfico e heterotréfico de Scenedesmus sp.

visando maximizar sua produgdo em biomassa e lipideos;

v' Obter glicose a partir da biomassa residual da industria de celulose e
emprega-la no cultivo heterotréfico de Scenedesmus sp., comparando o efeito
da fonte de carbono organico residual com o da glicose comercial sobre a

produgao de biomassa e lipideos;

v" Desenvolver o escalonamento do cultivo fototréfico de Scenedesmus sp. da
escala laboratorial para a escala piloto, empregando fotobiorreatores de 1.100
L, a fim de analisar os gargalos nesse escalonamento e avaliar se a producao

de biomassa atenderia a produgao de biodiesel em escala piloto;

v' Comparar a performance da microalga nos cultivos em fotobiorreatores de
1.100 L conduzidos em batelada simples, semicontinua e alimentada,

selecionando a melhor forma de conducao;

v" Produzir biodiesel por  transesterificagao, hidroesterificacao e
saponificagao/esterificacdo a partir da biomassa de Scenedesmus sp.
produzida em fotobiorreatores de 1.100 L, avaliando os perfis de FAME

obtidos.
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CAPITULO 4

4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados para o
desenvolvimento da pesquisa e as diferentes metodologias empregadas em cada

experimento realizado.
4.1. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a linhagem da microalga
Scenedesmus sp. SCIB-01, gentilmente cedida pelo Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias (LETC) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
UFRJ. Esta microalga foi coletada na Lagoa de Ibirité (20° 01’ 19”S 44° 03’ 32”0),
Minas Gerais, e isolada pelo LETC em 2011; classificada pelo Departamento de
Botanica do Museu Nacional/lUFRJ; e preservada na colecdo de culturas de

microalgas do LETC.
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Na Figura 4.1, observa-se o aspecto microscopico de Scenedesmus sp.
visualizada em microscépio 6ptico (Olympus, modelo SC30) a um aumento de 400x
e 1000x.

Figura 4.1. Aspecto microscopico de Scenedesmus sp. a um aumento de 400x (A) e 1000x (B) apos

4 dias de cultivo em meio ASM1, sob 400 umol de fétons m?s? 1,0L dearmin” e 23 °C.

4.2. MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram: ASM1 original (GORHAM
et al., 1964); ASM1 com as concentragdes de nutrientes modificadas de acordo com
a otimizacéao realizada no presente trabalho, denominado de ASM1-O; BG11 original
(BG11-N) (ALLEN & STANIER, 1969); BG11 contendo ureia (BG11-U); e BBM

(BOLD, 1949). Todos os meios de cultura tiveram seu pH incial ajustado para 8,0.

O meio ASM1 original consistiu em (mg L™): NaNOs, 170; MgS04.7H,0, 49;
MgCl,.6H20, 41; CaCl,.2H,0, 29; KH,PO4, 17,4; Na;HPO4.12H,0, 35,6; FeCls, 0,65;
HsBOs, 2,48; MnCl,.4H,0, 1,39; ZnCl,, 0,33; CoCl,.6H,0, 0,049; CuCl, 0,0014;
Na;EDTA.2H,0, 8,24.

O meio BG11-N foi composto por (mg L™): NaNOs, 1.500; acido citrico, 6;
citrato férrico, 6; MgS04.7H,0O, 75; ZnS04.7H,0, 0,22; CuS04.5H,0, 0,079;
CaCl,.2H,0, 36; K;HPO,4, 40; H3BOs3, 2,86; MnCl,.4H,0, 1,81; CoCl,.6H,0, 0,049;
Na,Mo0O4.2H,0, 0,31; Na,COs, 20; Na,EDTA.2H,0, 1. E o meio BG11-U consistiu
em (mg L™"): (NH2),CO, 140; (NH2)H.PO,., 14; &cido citrico, 6; citrato férrico, 6;
ZnS04.7H20, 0,22; CuS04.5H,0, 0,079; MnS0O4.7H20, 0,017; MgS04.7H.0, 75;
FeCls, 6; CoCl,.6H,0, 0,04; Na;Mo04.2H,0, 0,39; H3BO3, 2,85; Na;EDTA.2H,0, 1.
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Enquanto o meio BBM foi composto por (mg L™): NaNOs, 250; KH,PO4, 175;
KoHPOy4, 75; ZnS04.7H20, 8,82; CuS04.5H,0, 1,59; FeS04.7H,0, 4,98;
MgS0,4.7H,0, 75; CaCl,.2H,0, 25; NaCl, 25; MnCl,.4H,0, 1,44; Co(NO3),.6H,0,
0,49; MoOs3, 0,71; H3BO3, 11,42; Na,EDTA.2H,0, 50.

4.3. PRESERVAGAO DE Scenedesmus sp.

Apds o recebimento da cepa de origem, 5 mL da cultura foi inicialmente
propagada em sistemas de cultivo de 250 mL (Figura 4.A) com 195 mL de meio
ASM1. Em seguida, os sistemas foram colocados em estante de cultivo (Figura 4.2)
e submetidos a uma intensidade luminosa de 400 umol de fétons m? s, fotoperiodo

de 12 horas, aeracgéo de 1,0 L de ar min™' e temperatura de 23 °C durante 4 dias.

Figura 4.2. Estante de cultivo: Ldmpada luz do dia (A); Temporizador (B); Prateleira com areas
demarcadas para incidéncia luminosa de 400 umol de foétons m?s’ (C); Saidas de ar comprimido (D);

Saidas de CO;, (E).
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Para a preservagao dos inoculos, apos 4 dias de propagagéo da cultura de
origem, esta foi transferida em aliquotas de 5 mL para tubos de vidro estéreis de 15
mL (Figura 4.3A) e preservada em incubadora (Incubadora B.O.D. 411D, Nova
Etica) (Figura 4.3B). Esta preservacéo foi conduzida a uma temperatura de 23 °C,
sob intensidade luminosa de 80 umol m? s dentro de um fotoperiodo de 12 h e
agitacdo manual trés vezes por semana promovendo a ressuspensao das células

com o objetivo de impedir sua decantagao prolongada.

A incubadora possui um sistema de controle digital de temperatura e
iluminacao artificial fornecida por duas lampadas fluorescentes na vertical (Luz do
dia, 20 W, 80 cm, OSRAM).

A reposicao do banco de preservacgao foi realizada através da inoculagao de 5
mL de cultura preservada em sistemas de cultivo de 250 mL contendo 195 mL de
meio ASM1 e crescimento em estante de cultivo sob intensidade luminosa de 400
umol m? s™, fotoperiodo de 12 h, aeragdo de 1,0 L min™ e temperatura de 23 °C por
um periodo de 4 dias. Em seguida, as culturas foram transferidas em aliquotas de 5

mL para tubos de vidro estéreis e mantidas em incubadora.

Figura 4.3. In6culos de Scenedesmus sp. preservados (A) e incubadora (B).

A estante de cultivo € composta por quatro prateleiras, sendo as trés

primeiras contendo, cada uma, quatro lampadas na horizontal e a quarta com 10
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lampadas na vertical. A iluminacéo é fornecida unilateral e artificialmente por meio
de lampadas fluorescentes tubulares (Luz do dia especial, 20 W, 60 cm, OSRAM)

fixadas no fundo da estante de cultivo (Figura 4.2A).

O circuito elétrico da estante de cultivo que controla a iluminagdo tem um
temporizador (timer) acoplado (Figura 4.2B), o qual permite realizar ajustes de
regime de fotoperiodo, estando ajustado para um regime de 12 horas de luz: 12

horas de escuro.

Considerando que, se os frascos fossem posicionados em linha paralela as
lampadas na horizontal, aqueles proximos ao centro destas receberiam mais
radiagao luminosa do que aqueles posicionados nas extremidades. Essa situacao é
de facil compreensdo porque as extremidades das lampadas produzem menos
radiagao luminosa que as por¢des medianas, uma vez que 0s ions que circulam no
interior das lampadas sao la gerados. Para contornar essa questado, os frascos sao
dispostos em arco, de forma que os que ficam situados nas extremidades ficam mais
proximos das lampadas do que os frascos centrais, mais afastados. Por outro lado,
no caso das prateleiras com lampadas na vertical, os frascos podem estar alinhados
e receberem radiagdo sem discrepancia. Assim, cada prateleira possui marcacoes
(Figura 4.2C) que indicam a posicao dos frascos para que os cultivos estejam sob

mesma intensidade luminosa, de 400 umol de fétons m?s™.

A radiacdo luminosa fotossintéticamente ativa (PAR), também conhecida
como taxa de fluencia de fluxo de féton fotossintético (PPFFR), € mensurada
periodicamente com o auxilio de um irradidmetro de leitura direta (Li-250A, marca LI-
COR) acoplado a um sensor quantum sub-aquatico esférico (US-SQS-L, da marca

WALZ) colocado no interior do sistema de cultivo contendo agua Milli-Q.

Acopladas a cada prateleira, estao trés saidas de ar comprimido e outras trés
de gas carbonico (Figura 4.2D, E) com valvulas que permitem injetar ar ou CO,,

respectivamente, até uma vazao de 15 L min™.

A sala de cultivo é aclimatizada com o uso de um condicionador de ar
(Springer maxiflex, 12000 BTU h? de capacidade térmica) que mantém a
temperatura em 23 °C, com variagbes de até 2 °C. Através de termOmetros
dispostos préoximos aos locais onde os frascos experimentais sdo posicionados, a

temperatura é averiguada e ajustada sempre que necessario.
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4.4. CULTIVO DE ATIVAGAO DE Scenedesmus sp.

O cultivo de ativacao das células foi obtido a partir da transferéncia da cultura
de alga do tubo de preservacgéo para o sistema de cultivo de 250 mL com adigao de

meio de cultura.

O sistema de cultivo de 250 mL (Figura 4A) foi composto de um frasco tipo
Erlenmeyer de 250 mL (Figura 4.5B1) acoplado a um aerdmetro (Figura 4.4B2, B3,
B4).

Figura 4.4. Sistema de cultivo de 250 mL (A) e os seus componentes conectados a rede de aeragéo
(B): Erlenmeyer de 250 mL (B1); Tubo de vidro (B2); Rolha de gaze e algodao hidrofébico (B3); Filtro
25 mm e porosidade 0,20 um (B4); Saida de ar comprimido (B5).

O aerd6metro, por sua vez, € composto de uma rolha confeccionada com gaze
e algodao hidrofébico, utilizada para fechar o sistema, contendo um tubo de vidro
que a transpassa e se estende até o fundo do frasco. Através deste tubo, o ar é
injetado na parte mais basal e central do frasco e se difunde por toda a cultura ao
sair em borbulhas. O borbulhamento proporciona a homogenizagéo da cultura e com
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isso garante que todas as células tenham acesso as mesmas condigcdes fisico-

quimicas, como intensidade luminosa, nutrientes, etc.

A esterilizagcao do ar injetado ocorre através de um filtro (porosidade de 0,20
um, 25 mm de diametro, CHROMAFIL) que se conecta entre o tubo de vidro e a

rede de aeragao (Figura 4.B5) via conectores de silicone.

Para a condugdo do cultivo de ativagdo, avaliou-se duas relagdes
sélido:liquido (mL de cultura de células: mL de meio de cultura): 1:50 e 1:4, ou seja,
foram adicionados 49 mL e 3 mL de meio de cultura ASM1, respectivamente, para

cada 1 mL de cultura de microalga.

O cultivo de ativagao com relacao solido:liquido (S:L) 1:50 continha 5 mL de
indculo de preservagao, com densidade celular de 5,85E+06 céls mL‘1, e 245 mL de
meio ASM1. Este cultivo foi conduzido em triplicata sob intensidade luminosa de 400
umol m? s™, aeracdo de 1 L min™ e sob uma temperatura de 23 °C. O tempo de
cultivo foi determinado baseado na duracdo da fase exponencial apresentada na

cinética realizada.

O cultivo de ativagdo com S:L 1:4 continha 50 mL de indculo de preservagao,
com densidade celular 1,31E+07 céls mL'1, e 150 mL de meio ASM1. Este cultivo foi
conduzido em triplicata sob intensidade luminosa de 400 umol m? s™, aeracéo de 1
L min™" e a uma temperatura de 23 °C. O tempo de cultivo também foi determinado

baseado na duragao da fase exponencial apresentada na cinética realizada.

Uma amostra de cada experimento foi coletada a cada 24 h para
determinacao da densidade celular, que foi utilizada para construir os perfis
cinéticos. Antes de cada coleta de amostra, adicionou-se agua Milli-Q estéril em

volume equivalente ao de agua evaporado da cultura.

Baseando-se nos resultados obtidos nos cultivos de ativacdo com S:L 1:50 e
1:4, determinaram-se qual das duas relagdes foi a melhor e qual tempo de cultivo

ideal a serem empregados nos seguintes cultivos de ativagao.
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4.5. CULTIVO DO INOCULO DE Scenedesmus sp.

A fim de se obter o inéculo, realizou-se a transferéncia do cultivo de ativacao
para o sistema de cultivo de 1 L (Figura 4.5) com adicdo de meio de cultura. O
sistema de 1 L foi composto de um Erlenmeyer de 1 L acoplado a um aerémetro

constituido pelos mesmos componentes que o do sistema de 250 mL.

g s )

S

Figura 4.5. Sistema de cultivo de 1 L conectado a saida de ar da estante de cultivo.

Para a construgao do perfil cinético do indculo, utilizaram-se 200 mL de cultivo
de ativacdo, adicionado 600 mL de meio ASM1, logrando-se uma relacao
sélido:liquido 1:4, e submeteu o cultivo a 400 umol m? s™ de intensidade luminosa, 1

L min™ de aeracéo e 23 °C.

Uma amostra de cada um dos trés experimentos foi coletada a cada 24 h para
determinacao da densidade celular, utilizada para construir os perfis cinéticos.
Adicionando-se agua Milli-Q estéril antes da amostragem para repor a agua

evaporada.
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O tempo de cultivo do in6culo foi determinado baseado no perfil cinético e na
produtividade em biomassa obtida ao longo do cultivo. Este tempo foi utilizado nos

indculos posteriores.

4.6. OTIMIZAGAO DO MEIO DE CULTURA ASM1

A fim de otimizar as concentra¢des das fontes de nitrato, fosfato e vitamina do
meio de cultura ASM1 utilizado no cultivo fototréfico de Scenedesmus sp., realizou-

se um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

Como fonte de nitrato utilizou-se NaNO3, como fonte de fosfato utilizou-se
uma mistura 1:2 de KH,PO4 e Na,HPO4.12H,0 e como fonte de vitamina utilizou-se

uma mistura de 1:1:200 de biotina, cianocobalamina e tiamina.

No DCCR, avaliaram-se as 3 variaveis independentes em 2 niveis e 4
repeticdbes do ponto central, totalizando 18 experimentos, cujas condi¢cdes foram

variadas dentro das faixas especificadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Niveis do DCCR para os nutrientes do ASM1 avaliados no cultivo de Scenedesmus sp.

Variaveis independentes - -1 0 +1 +o
Concentragao de nitrato (mg L'1) 0,0 42,5 106,2 170,0 212,5
Concentragao de fosfato (mg L'1) 0,0 13,2 33,1 53,0 66,2
Concentragao de vitamina (mg L'1) 0,0 0,1262 0,3131 0,5000 0,6262

A matriz do planejamento €& apresentada na Tabela 4.2 e as variaveis de
resposta selecionadas foram a densidade celular (cél mL™), o teor de lipideos totais

(% em biomassa seca) e a produtividade em lipideos totais (mg L™ d™").

Os 18 cultivos do DCCR foram conduzidos em sistemas de 1 L contendo 200
mL de inéculo mais 600 mL de meio ASM1 original com as concentracdes de nitrato,
fosfato e vitamina modificadas de acordo com a Tabela 4.2. O inéculo dos 18
experimentos foi obtido através do cultivo de Scenedesmus sp. de acordo com o
item 4.5.
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Tabela 4.2. Matriz do DCCR para os nutrientes do ASM1 avaliados no cultivo de Scenedesmus sp.

Experimento Nitrato (mg L'1) Fosfato (mg L'1) Vitamina (mg L'1)

1 42,5 13,2 0,1262
2 42,5 13,2 0,5000
3 42,5 53,0 0,1262
4 42,5 53,0 0,5000
5 170,0 13,2 0,1262
6 170,0 13,2 0,5000
7 170,0 53,0 0,1262
8 170,0 53,0 0,5000
9 0,0 33,1 0,3131
10 212,5 33,1 0,3131
11 106,2 0,0 0,3131
12 106,2 66,2 0,3131
13 106,2 33,1 0,0
14 106,2 33,1 0,6262
15 (PC) 106,2 33,1 0,3131
16 (PC) 106,2 33,1 0,3131
17 (PC) 106,2 33,1 0,3131
18 (PC) 106,2 33,1 0,3131

(PC) — Ponto Central

Todos os experimentos do DCCR iniciaram com uma densidade celular de
2,16+0,27E+06 céls mL™" e foram realizados simultaneamente em estantes de cultivo
sob intensidade luminosa de 400 umol m? s™, aeragdo de 1 L min™ e temperatura de

23 °C.

Amostras foram coletadas diariamente para determinagcdo da densidade
celular que foi utilizada para construir os perfis cinéticos. As primeiras e ultimas
amostras foram também utilizadas para obtencao dos valores de biomassa seca
iniciais e finais, respectivamente. No final de cada cultivo, as culturas foram

concentradas através de decantacdo natural por 12 h seguida de centrifugacédo a
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3800 g por 20 minutos. E a partir das culturas concentradas, o teor de lipideos totais

alcancgado no final de cada cultivo foi determinado.

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do software

Statistica versao 6.0.

4.6.1. VALIDAGAO DA OTIMIZAGAO DO MEIO ASM1

Utilizando a fungao Desirability obtida a partir da analise dos resultados do
DCCR com o programa Statistica 6.0, foram preditas as condi¢gbes 6timas do cultivo.
Esta funcdo buscou a combinacdo dos fatores de forma que todas as variaveis de
resposta fossem maximizadas simultaneamente. O valor Desirability (D) tem uma
amplitude que varia de 0 a 1, onde D=1 corresponde a plena obtenc&o dos objetivos
e D=0 corresponde a impossibilidade de satisfagdo dos objetivos (MONTGOMERY &
CALADO, 2003). Desta forma, a funcao Desirability foi utilizada para determinar as
concentracdes de nitrato, fosfato e vitamina que maximizam a densidade de celular,

o teor de lipideos totais e a produtividade em lipideos totais simultaneamente.

Para validar a otimizacéo, realizou-se trés cultivos nas condi¢cdes 6timas de
nitrato, fosfato e vitamina previstas pelo modelo, em sistemas de 1 L com meio
ASM1 otimizado (ASM1-0O), com densidade celular inicial de 2,0E+0,25+06E céls
mL™", sob 400 umol de fétons m? s, aeragdo de 1 L min™" e temperatura de 23 °C. A
densidade celular, biomassa seca e o teor de lipideos totais foram determinados no

final de cada cultivo.

4.7. AVALIAGAO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NO CULTIVO DE

Scenedesmus sp.

Com o propésito de analisar o efeito de diferentes meios de cultura sobre a
produgao de biomassa, acumulo de lipideos totais e produtividades em biomassa e
lipideos, a microalga Scenedesmus sp. foi cultivada fototroficamente em ASM1
original, ASM1-0O, BG11-N, BG11-U e BBM.
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Nesse estudo, o cultivo em cada meio foi realizado em sistemas de cultivos
de 1 L, em triplicata, sob as seguintes condigdes: 200 mL de in6culo obtido de
acordo com o item 4.5; 600 mL de meio; densidade celular inicial 3,38+0,39E+06

céls mL™"; 400 umol fétons m?s™; 1 L ar min™"; e 23 °C.

Foram coletadas amostras a cada 24 h para a analise de densidade celular e
cada 48 h para analise de biomassa seca. As culturas foram concentradas no final
do processo através de decantacdo natural por 12 h seguida de centrifugacao a
3800 g por 20 minutos. O teor de lipideos alcancado no final de cada cultivo foi

determinado.

4.8. OBTENGAO DE GLICOSE A PARTIR DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA
RESIDUAL DA INDUSTRIA DE CELULOSE VISANDO SUA APLICAGAO NO
CULTIVO HETEROTROFICO DE Scenedesmus sp.

A biomassa lignoceluldsica residual (Figura 4.6) utilizada neste trabalho foi
gentilmente cedida pela empresa Aracruz Celulose, Espirito Santo. Esta biomassa
consistiu do residuo lignoceluldsico proveniente do sistema de decantagdo, onde
foram reunidas todas as fibras refugadas de algumas etapas do processo (Figura

4.7) por nao terem qualidade requerida para constituir a pasta de celulose ou papel.

Este residuo foi oriundo do processo de celulose que foi produzida
majoritariamente a partir da madeira do hibrido de Eucalyptus grandis com E.
urophylla, que foi modificado geneticamente no programa de melhoramento genético

classico da empresa Aracruz Celulose.

Apos o recebimento dessa biomassa, o pH foi ajustado para 4,5 — 5,0 pela
adicao de acido cloridrico, em virtude da natureza altamente alcalina, realizaram-se
lavagem, empregando-se 35 L de agua para cada quilo de biomassa, e secagem em
estufa a 70 °C, apresentando teor de umidade de 4,5 % que foi considerado em

todos experimentos.
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Figura 4.6. Biomassa lignoceluldsica residual proveniente do sistema de decantagao da industria de

celulose.
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Figura 4.7. Fluxograma da producéo de celulose e a origem da biomassa lignocelulésica residual do

sistema de decantagao.

A caracterizagao deste residuo foi realizada no Centro de Tecnologia da
Industria Aracruz Celulose. Na caracterizagao foi possivel quantificar a porcentagem

de celulose, hemicelulose e lignina da biomassa residual.
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Uma vez que nao foram encontrados dados na literatura sobre a obtencao de
glicose a partir desta biomassa, o presente trabalho almejou realizar este estudo

prévio a sua aplicagao no cultivo heterotrofico.

Para a otimizagdo da hidrélise enzimatica do complexo lignocelulésico, foi
realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) considerando 2
variaveis independentes em 2 niveis e com 3 repeticdes do ponto central, cujas
condigdes foram variadas nas faixas especificadas na Tabela 4.3, totalizando 11

experimentos. A variavel de resposta escolhida foi a concentragao final de glicose.

Tabela 4.3. Intervalo utilizado para construir o DCCR para a hidrélise enzimatica da biomassa

lignocelulésica residual.

Variaveis independentes - -1 0 +1 +0o
Relagao solido:liquido (g:mL) 1:11 1:10 1:.7,5 1:5 1:4
Carga enzimatica (FPU g'1) 7 10 17,5 25 28

A hidrélise enzimatica foi realizada em frascos cénicos de 500 mL, contendo
200 mL de meio reacional mais biomassa, agitados a 200 rpm, utilizando celulases
comerciais Multifect (Genecor), meio tamponado com citrato de sddio e acido citrico

(pH 5,0) e a uma temperatura de 47 °C.

O complexo celulasico apresentava 100 FPU mL™" de atividade FPasica, 125
U mL™" de atividade B-glicosidasica e 5.500 U mlI™" de atividade CMCasica que foram
determinadas pelo método GHOSE (1987).

Para a construgdo dos perfis cinéticos da hidrélise enzimatica, foram
coletadas amostras em intervalos de tempo apropriado para quantificagcdo dos
agucares redutores totais, sendo as ultimas amostras submetidas a quantificacao de

glicose, celobiose e xilose.

Ao se determinar as melhores condi¢gbes da hidrélise enzimatica, 4 réplicas
foram realizadas sob as mesmas condigbes para validar o resultado. Amostras

foram coletadas a cada 4 h e submetidas a quantificacdo de glicose.

Com o propdsito de aplicar o hidrolisado da biomassa residual no cultivo

heterotréfico, 6 réplicas da hidrdlise enzimatica deste residuo foram realizadas em
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frascos conicos de 1 L, contendo 300 mL de meio reacional mais 100 g biomassa,
agitados a 200 rpm, utilizando celulases Multifect (Genecor), meio tamponado com
citrato de sdédio e acido citrico (pH 5,0) e a uma temperatura de 47 °C. O produto
resultante foi centrifugado a 12.800 g, 6 °C e por 20 min e o sobrenadante contendo
glicose (hidrolisado) foi separado e esterilizado em autoclave (121 °C, 20 min).
Posteriormente, o hidrolisado contendo glicose foi empregado diretamente no cultivo

heterotréfico de Scenedesmus sp.

4.9. AVALIAGAO DE DIFERENTES TIPOS DE CULTIVOS SOBRE A PRODUGCAO
DE BIOMASSA E LIPIDEOS DA MICROALGA Scenedesmus sp.

Visando avaliar a performance de Scenedesmus sp. em diferentes tipos de

cultivo, foram realizados cultivos fototrofico, mixotrofico e heterotrofico.

Os cultivos fototréfico e mixotréfico foram realizados em sistemas de 250 mL
localizados em estante de cultivo, sob 400 umol fétons m? s™, 1 L ar min™ e 23 °C.
No cultivo mixotréfico foi utilizada glicose comercial em concentragdo de 10 g L
(G10).

Para o cultivo heterotréfico, realizaram-se dois planejamentos fatoriais
univariavel: em um empregou-se glicose comercial em dois niveis, 10 e 20 g L™, G10
e G20, respectivamente; em outro foi utilizado o hidrolisado da biomassa
lignoceluldsica residual como fonte de glicose, avaliada também em 10 e 20 g L™,
R10 e R20, respectivamente. Ambos cultivos foram conduzidos simultaneamente em

frascos conicos de 500 mL, em shaker, a 28 °C, 200 rpm e sem luz.

Cada tipo de cultivo foi realizado em ftriplicata, usando em cada uma delas o
meio BG11-N (150 mL), 50 mL de in6culo obtido de acordo com o item 4.5 e

densidade celular inicial 2,84+0,26E+06 céls mL™".

Foram coletadas amostras a cada 12 h nos primeiros 4 dias e posteriormente
a cada 24 h para a analise de densidade celular e biomassa seca. Ao final de cada
cultivo, as culturas foram concentradas através de decantagao natural por 12 h
seguida de centrifugacédo a 3800 g por 20 minutos. E foram determinados os teores

de lipideos no final de cada cultivo.
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4.10. ESCALONAMENTO DO CULTIVO DE Scenedesmus sp.

O aumento do cultivo da microalga Scenedesmus sp. em escala laboratorial
para a escala piloto foi realizado através de transferéncias sucessivas das culturas
algaceas de sistemas de cultivos menores para sistemas de cultivos maiores
seguidas de adicdo de meio ASM1. Sendo assim, foram realizadas cinco
transferéncias, a saber: da cultura do tubo de preservacao para o sistema de cultivo
de 250 mL, denominado de cultivo de ativagédo; do cultivo de ativagdo para um
sistema de 1 L, nomeado de indculo; do inéculo para um sistema de 20 L, para
obtencao do cultivo de garrafao; seguido da propagacgao do cultivo de garrafao em
varios sistemas de 20 L, chamados de cultivos de propagacgao; e a transferéncia dos
cultivos de propagacéao para os fotobiorreatores em série, atingindo-se nesta etapa o

cultivo da microalga em escala piloto.

A Figura 4.8. apresenta um fluxograma bem simples do escalonamento do
cultivo de Scenedesmus sp. desde a cultura preservada até o cultivo em

fotobiorreatores.

Cultura Cultivo Cultivo Cultivo

de — de — de — de == Fotobiorreatores
preservacao ativacao garrafao propagacao (1.100 L)
(5mL) (250 mL) (20 L) (20 L)

Figura 4.8. Fluxograma do escalonamento do cultivo da microalga Scenedesmus sp.

As quatro primeiras transferéncias, desde a etapa de preservacao até a de
cultivo de propagacao, foram realizadas em ambientes estéreis e utilizando materias
também estéreis. Entretanto, a quinta transferéncia, a dos cultivos de propagacéao
para os fotobiorreatores, foi realizada em ambiente nao estéril, uma vez que estes
aparelhos nado sao totalmente fechados, encontram-se a céu aberto e este

procedimento seria muito mais laborioso e oneroso.

As condi¢gdes empregadas no cultivo de preservagao, no cultivo de ativacao e
no cultivo do inéculo foram descritas nos itens 4.3, 4.4 e 4.5, respectivamente. As

condigdes utilizadas no cultivo de garrafao e sua propagacao serao descritas no
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item 4.11. Enquanto a descri¢cao dos fotobiorreatores e das producdes de biomassa

realizadas nestes sistemas seréo descritas nos itens 4.12 e 4.13, respectivamente.

4.11. CULTIVO DE Scenedesmus sp. EM GARRAFAO E SUA PROPAGAGAO

O cultivo de garrafdao bem como os cultivos de propagacao foram realizados
em um sistema de cultivo de 20 L (Figura 4.9A). Este sistema é composto de um
garrafao de policarbonato transparente de 20 L (Figura 4.9B1) acoplado a um
aerébmetro (Figura 4.9B2, B3, B4, B5) com rolha de silicone, através da qual
transpassam o tubo de vidro para entrada de ar e o tubo de silicone para escape de

ar.

Figura 4.9. Sistema de cultivo de 20 L (A) e seus componentes conectados a rede de aeracéo (B):
Garrafédo de 20 L (B1); Tubo de vidro para entrada de ar (B2); Rolha de silicone (B3); Escape de ar
(B4); Filtro (B5); Saida de ar comprimido (B6).

O tubo de vidro (Figura 4.9B2) se prolonga até o fundo, através do qual o ar é

injetado e sai em borbulhas no interior da cultura. Na extremidade superior do tubo
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de vidro e do escape de ar se insere um filtro (0,20 um de porosidade e 25 mm de
diamentro). Sem este escape e com a areacgao ligada, a pressao interna aumentaria

até que a rolha desprende-se e o cultivo contaminasse.

Ressalta-se que nos aerbmetros dos sistemas de cultivo de 250 mL e de 1L,
nao existe um tubo de escape, pois as rolhas, confeccionadas com gaze e algodao,
permitem a saida fluente de ar. Assim, mantém um equilibrio entre as pressdes do
interior da cultura e do meio externo. Em contrapartida, a rolha de gaze contribue
para uma maior evaporagao de agua, o que pouco ocorre quando se utiliza rolha de

silicone.

A fim de se realizar o cultivo de garrafao, primeiramente foram obtidos dois
cultivos de ativagao e com estes dois inéculos. Dessa forma, 1,6 L de cultura dos
dois inéculos foram transferidos para um sistema de 20 L contendo 14,4 L de meio
ASM1, fazendo uma diluicdo 1:10. O cultivo de garrafao foi conduzido em ftriplicata
sob 400 umol de fétons m? s, aeragdo de 8 L min™' e temperatura de 23 °C na

estante de cultivo.

Durante o cultivo, uma amostra foi coletada a cada 24 h, apds reposicao de
agua evaporada, para determinar densidade celular utilizada na construicao do perfil
cinético. Sendo as primeiras e as Uultimas amostras também utilizadas para

quantificar a biomassa seca inicial e final das culturas, respectivamente.

Baseando-se na analise dos resultados, o tempo ideal de cultivo foi
determinado e o0 mesmo foi empregado nos cultivos de garrafdao utilizados como
inéculo dos cultivos de propagacao. Antes de cada inoculagao, confirmava-se se a

densidade do cultivo de garrafao estava coerente com o tempo ideal.

O cultivo de propagacao foi realizado em seis réplicas, todos em sistema de
20 L, cultivadas em estante de cultivo, contendo 1 L de cultivo de garrafao e 17 L de
meio ASM1 (S:L 1:18), sob 400 umol de fétons m? s™, 9 L de ar min™" e 23 °C.

Amostras diarias foram coletadas de cada uma das réplicas, apés o volume
original da cultura ser reposto com agua Milli-Q estéril, e submetidas as analises de
densidade celular e biomassa seca. O tempo de cultivo foi determinado mediante a
cinética construida e as mesmas condigcbes foram empregadas nos cultivos de

propagacao realizados posteriormente para serem inoculados nos fotobiorreatores.
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4.12. ESTRUTURA DOS FOTOBIORREATORES DE 1.100 L

Os fotobiorreatores utilizados no presente trabalho foram construidos na
unidade piloto do Centro de Biocombustiveis, Petréleo e Derivados da Escola de
Quimica da UFRJ (NBPD/EQ/UFRJ).

Sao 30 fotobiorreatores verticais do tipo janela distribuidos em trés séries de
dez dispostas em paralelo, como pode ser visualizado na Figura 4.10. Cada série de

fotobiorreatores tem capacidade de 1.100 L de cultivo, totalizando 3,3 m?.

As séries de fotobiorreatores da unidade piloto apresentam as seguintes

caracteristicas:

* Estrutura em policarbonato (5 mm de espessurra) com 1,2 m de largura, 0,8
m de altura e 11 cm de espessura, contendo aletas internas, tampa superior,

duas saidas inferiores e engate para mangueiras de PVC,;

* Trés sistemas de resfriamento composto de trés geradores de agua gelada
com controladores de temperatura; tubulagcdo com isolamento; trés sensores
de temperatura; e trés serpentinas de ago inoxidavel, submersas no primeiro

reator de cada série;

* Um sistema de injegcao de ar em cada fotobiorreator com tubulagdo em aco
inox, com saidas de ar em borbulhas na parte basal do reator, e valvulas de

controle de vazao de ar;

* Um sistema para controle de pH composto de um painel de controle, trés
sensores de pH e tubulagao ligada a rede de CO; através da qual o injeta no

cultivo quando o limite do pH é ultrapassado;

* Sistema de recirculagao do cultivo com tubulagdo e bombas.

A recirculagdo do cultivo ao longo dos dez fotobiorreatores de cada série
ocorre através de sua passagem do primeiro reator para o segundo, do segundo
para o terceiro e assim sucessivamente até chegar ao décimo, de onde é bombeado
de volta para o primeiro via tubulagao (Figura 4.11). A passagem da cultura de um

reator para o outro ocorre por transbordo através de uma caneleta, situada entre os
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reatores na parte superior. Em cada reator, o cultivo faz uma trajetéria em

ziguezague determinada pelo posicionamento das aletas internas (Figura 4.12).

A agua utilizada para fazer os meios de culturas dos cultivos de microalgas
desenvolvidos em fotobiorreatores foi tratada através de um sistema de
microfiltragdo com carvao ativado pressurizado, que tem capacidade de
aproximadamente 900 L h™' (Figura 4.13). Este sistema encontra-se ao lado das

séries dos fotobiorreatoes na unidade piloto.

Figura 4.10. Fotobiorreatores verticais do tipo janela da unidade piloto do NBPD/EQ/UFRJ.
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Figura 4.11. Esquema de recirculagdo do cultivo ao longo dos dez fotobiorreatores de cada série.

Figura 4.12. Trajetdria do cultivo dentro de um fotobiorreator durante sua recirculagéo.
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Figura 4.13. Sistema de microfiltracdo de agua com carvao ativado pressurizado.

4.13. PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM FOTOBIORREATORES DE 1.100 L

Realizaram-se quatro produgcbes da microalga Scenedesmus sp. em
fotobiorreatores, a saber: uma conduzida de forma descontinua (batelada simples);
uma conduzida de forma descontinua e com alimentacdo em pulso (batelada

alimentada por pulso); e trés conduzidas de forma semicontinua.

4.13.1 PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM BATELADA SIMPLES

Para a condugdo da batelada simples realizada em uma série de
fotobiorreatores, inocularam-se 4 cultivos de propagagao com 8 dias de crescimento
e 4,51E+06 céls mL". Em seguida, diluiram-se os 72 L de in6culo 1:15, adicionando
1.026 L de agua corrente tratada e 20 L de meio ASM1 com nutrientes concentrados

para o volume final de 1.100 L. O tempo 0 h do cultivo foi marcado apés 1 h do inicio
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da recirculacdo das células ao longo da série, de forma que a primeira amostra

coletada pudesse representar um cultivo homogéneo.

O proceso foi controlado automaticamente a uma temperatura maxima de 30
°C, pH 8,0 mediante injecdo de CO,, aeracdo de 1 L min™' em cada reator e sob

radiagao solar.

A densidade celular, a biomassa seca e a turbidez foram determinadas

diariamente e utilizados para construir o perfil cinético desta batelada simples.

No final do cultivo, toda cultura algacea foi direcionada a etapa de

concentracao e analises de teores de lipideos totais.

4.13.2. PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM BATELADA ALIMENTADA

Na batelada simples com alimentagdo, realizada em uma série de
fotobiorreatores, avaliou-se o efeito desta sobre o crescimento da microalga. Desta
forma, inocularam-se 4 cultivos de propagacgao (72 L) crescidos por 8 dias com
4,46E+06 céls mL™. Diluiu-se este indculo 1:15 com adigdo de agua e nutrientes
para 1.100 L. No sexto dia de cultivo, um pulso de alimentac&o, correspondendo a
20 L com todos os nutrientes do meio ASM1 em quantidades para 1.100 L, foi
realizado.

Assim como os outros processos, o cultivo com alimentagao foi controlado
automaticamente a uma temperatura maxima de 30 °C, pH 8,0, aeracdo de 1 L min™'
em cada reator e sob radiacao solar. A cada 24 h, amostras foram coletadas para
determinar a densidade celular, biomassa seca e turbidez ao londo do processo e,
com isso, levantou-se a cinética de crescimento da microalga nestas condigdes. Ao
final do cultivo, toda biomassa foi coletada, concentrada e submetida as analises de

teores de lipideos totais.

4.13.3. PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM BATELADA SEMICONTINUA

A batelada semicontinua realizada em uma série de fotobiorreatores foi

constituida de dois estagios sequenciais conduzidos da seguinte forma: iniciou-se o
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primeiro estagio do cultivo e o conduziu até sua fase estacionaria; coletou-se parte
da cultura de microalgas, mantendo o restante nos reatores; adicionou-se aos
reatores um volume de agua mais nutrientes igual ao volume retirado; e conduziu-se

o segundo estagio de cultivo até sua fase estacionaria.

A batelada semicontinua inciou com 4 cultivos de propagacédo (72 L)
crescidos por 8 dias e com 4,11E+06 céls mL™"'. Apds inoculagdo, avolumou-se com
agua e nutrientes para 1.100 L, comegcando o primeito estagio do cultivo com
diluicdo 1:15. No final do primeiro estagio, 950 L de cultura foram retirados e
direcionados para a concentracado. Aos 150 L restantes, foram adicionados 950 L de
agua com nutrientes para o volume de 1.100 L, iniciando o segundo estagio com
diuicdo 1:7. No final do segundo estagio, toda cultura foi coletada, concentrada,
adicionada a biomassa do primeiro estagio e direcionada para as analises de teores

de lipideos totais.

O processo foi controlado automaticamente a uma temperatura maxima de 30
°C, pH 8,0 mediante injecdo de CO,, aeracdo de 1 L min™' em cada reator e sob
radiacao solar. As amostras coletadas diariamente foram submetidas as analises de
densidade celular, biomassa seca e turbidez para a construgcédo dos perfis cinéticos.

Apos concentragao do cultivo, analisou-se o teor de lipideos totais.

Para validar os resultados obtidos na primeira batelada semicontinua,
realizou-se duas réplicas conduzidas sob as mesmas condi¢des: 72 L de cultivos de
propagacao de 8 dias e com 4,78+0,68E+06 céls mL'1; 30 °C, pH 8,0, aeracao de 1
L min™ em cada reator e sob radiacdo solar. As amostras coletadas a cada 24 h
foram submetidas as anadlises de contagem direta de células, biomassa seca e
turbidez. Apds a concentragdo da biomassa dos dois estagios, determinaram-se os

teores de lipideos totais.

4.14. CONCENTRAGAO DA BIOMASSA DE Scenedesmus sp. PRODUZIDA EM
FOTOBIORREATORES DE 1.100 L

Apods o término de cada cultivo em fotobiorreatores, a cultura de microalgas
foi direcionada para a etapa de concentracdo, constituida de microfiltracdo seguida

de centrifugagao.
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Assim, para a microfiltragdo: a cultura foi transferida para o tanque de
armazenamento de cultura de 1.200 L (Figura 4.14A); deste seguiu para o sistema
de filtragem (Figura 4.14B), que contém uma membrana de microfiltragao (0,4 wm)
(Figura 4.14C), através da qual a agua do cultivo passou e foi armazenada no
tanque de agua residual (Figura 4.14D); enquanto a biomassa retida pela membrana

foi coletada.

A biomassa proveniente da microfiltragdo, concentrada aproximadamente 35
vezes, foi submetida a centrifugagdo a 12.800 g, 6 °C e 15 minutos e concentrada
mais 5 vezes, obtendo no final de todo o processo um cultivo de microalgas
concentrado mais de 170 vezes. E a agua residual da microfiltragao e centrifugagao
foi tratada no sistema de microfiltragdo com carvéo ativado e armazenada para

futura reutilizacao.

Figura 4.14. Sistema de concentracdo de biomassa por microfiltragdo composto de um tanque de
armazenamento de cultura (A), sistema de filtragdo (B), contendo uma membrana (C), e um tanque

de armazenamento de agua residual (D).
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4.15. PRODUGAO DE BIODIESEL A PARTIR DE Scenedesmus sp. CULTIVADA
EM FOTOBIORREATORES

Apo6s concentracdo da biomassa cultivada em batelada semicontinua nos
fotobiorreatores, realizou-se a produgcdo de biodiesel por transesterificacao,

hidroesterificagao e saponificagcao seguida de esterificagcao.

Para a transesterificacao, foi utilizado um sistema reacional constituido por
um baldao de vidro de 150 mL, com 3 saidas. Na saida central, foi conectado o
agitador mecanico. Em uma das saidas laterais, acoplou-se um condensador,
utilizado para promover refluxo e evitar perdas de alcool. Na outra saida lateral, foi
conectado um termdmetro de mercurio para controlar a temperatura, que foi mantida
constante ao longo da reagdao. O aquecimento foi promovido por um banho de agua,

no qual o balao foi parcialmente imerso (Figura 4.15).

Condensador

Termdmetro

Mistura

Agitador
Reacional

Placa de
Aquecimento

Figura 4.15. Sistema reacional para produgao de biodiesel por transesterificagao.

Utilizaram-se 25 g de 6leo da microalga Scenedesmus sp. (MM= 256.42 g
mol™), metanol (relagdo alcool:6leo 4:1), hidroxido de potassio (KOH) (5 % com
relacdo a massa do 6leo), 45 °C e 100 rpm agitacdo durante 60 minutos. Apds a

reagao, adicionou-se agua ao sistema para promover separagao de duas fases
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liquidas. A fase rica em glicerina foi separada por decantacdo e a fase rica em
biodiesel foi submetida a lavagem com agua mais 0,08 % de acido fosférico para
remogao de catalisador e o alcool nao reagido. Por ultimo, o biodiesel foi aquecido

até 110 °C para evaporacao do alcool residual.

A biomassa produzida em fotobiorreatores também foi submetida a producéao
de biodiesel por hidroesterificagdo, realizada em um reator batelada, do tipo
autoclave, da marca Parr Instruments Inc., modelo 4836, em aco inoxidavel, de
volume util de 400 mL e pressdo maxima de trabalho de 3.000 psi. Esse reator
possui tubo para a retirada de amostras, bem como sistema de agitagdo e manta

externa para aquecimento (Figura 4.16).

Figura 4.16. Reator Parr utilizado na hidroesterificagdo de Scenedesmus sp.

Para a producao dos acidos graxos (nas reagdes de hidrdlise), as condicdes
operacionais foram: 200 mL de biomassa com 900,87 % de umidade, temperatura
de 300 °C, tempo de reacao de 120 minutos e agitacao de 200 rpm. Nas reacdes de
esterificacdo, os acidos graxos e metanol (razdo molar acidos graxos:metanol 1:3,5)
foram adicionados ao reator, juntamente com o catalisador heterogéneo nidbia
fosfatada (17 % de H3PO4/Nb,Os em relagdo a massa de acidos graxos), e
submetidos a temperatura de 200 °C, tempo de reagado de 90 minutos e agitagao de
400 rpm.

Para a saponificagdo, empregaram-se 10 Kg de biomassa (94,24+0,06 % de
umidade) e 3 L de solugdo de etanol com 8 % de KOH (razdo solugao

hidroalcoolica:biomassa seca 1:5). Esta foi conduzida por 1h a 80 °C, 10 psi e 200
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rom em reator batelada do tipo autoclave (Parr Instruments Inc. - Modelo 4550), de
aco inoxidavel, volume util de 20 L e pressdao maxima de trabalho de 3.000 psi
(Figura 4.17). Esse reator possui sistema de resfriamento para garantir o controle da

temperatura, sistema de agitagdo e manta externa para aquecimento.

Figura 4.17. Reator Parr utilizado na saponificagao e acidulagao de Scendesmus sp.

Apos a saponificagdo, foram adicionados 3 L de hexano e o produto foi
centrifugado a 12.800 g por 20 min, separando-se a biomassa residual das fases
saponificavel e insaponificavel. Sendo o sabao direcionado para a acidulagcéo
realizada no reator Parr com 130 mL de H,SOy4, a 80 °C, 9 psi, 200 rpm e por duas
horas. O produto da acidulagao foi submetido a centrifugagao (12.800 g por 20 min)
apods adicado de 3 L de hexano, separando-se os acidos graxos junto com o hexano,
posteriormente recuperado por rotaevaporagao. Os acidos graxos foram
esterificados utilizando as seguintes condigbes: razao molar metanol:acido graxo
10:1; 4 % de catalisador (H,SO4) em relagdo a massa de acidos graxos; 3 horas de
reacao; e a 200 °C. O biodiesel bruto foi destilado até 290 °C.

Os produtos finais dos processos de transesterificacdo, hidroesterificagao e
saponificagdo seguida de esterificagdo foram analisados por cromatografia gasosa
(CG) para obtencao dos perfis dos ésteres metilicos, segundo metodologia descrita
no item 4.16.7, e a eficiéncia da producéo de biodiesel foi determinada por calculos

estequiométricos.
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4.16. METODOS ANALITICOS

4.16.1. DENSIDADE CELULAR

A densidade celular das amostras coletadas durante os cultivos foi
determinada por contagem direta em microscopio 6tico (modelo Olympus SC30),

utilizando uma camara de Fuchs-Rosenthal.

4.16.2. DETERMINAGAO DE BIOMASSA SECA E TEOR DE UMIDADE

A analise de biomassa seca foi realizada conforme o seguinte protocolo
definido pelo CENPES/PETROBRAS: calcinou-se uma membrana a 575 °C por 1
hora para remocao de umidade; resfriou-a em dessecador e registrou-se sua massa
inicial (m;); filtraram-se 10 mL (Vs de cultura de microalga na membrana; em
seguida, acondicionou-se a membrana em estufa a 65 °C por 1h; resfriou-a em
dessecador e registrou-se sua massa final (my) para determinagcao da biomassa seca
e, consequentemente, dos teores de biomassa e de umidade, de acordo com as
equacgdes 1, 2 e 3. As membranas com biomassa seca foram calcinadas a 575 °C
por 1 hora para descontar as massas de cinzas. A determinagdo de peso seco de

cada amostra foi realizada em triplicata.

X=2— Equacao (1
v, quagao (1)
TS = X Equacao (2)
10
TU =100-TS Equacao (3)

Onde: X = concentracdo de biomassa seca em g L, m; massa da

membrana calcinada sem a microalga filtrada (massa inicial); m; = massa da
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membrana com a microalga seca (massa final); V¢ = volume de cultura de microalga

filtrado; FD = fator de diluicao; TS = teor de massa seca; TU = teor de umidade.

Na analise de teor de umidade de microalga, foi utilizado o protocolo a seguir:
colocou-se um béquer em estufa a 102 °C durante 1 hora para remog¢ao da umidade;
esfriou-o em dessecador; registrou-se a massa do béquer; colocou-se 2 g da
amostra umida (m); e acondicionou-se em estufa a 65 °C até atingir massa
constante, em aproximadamente 24 horas. Decorrido esse intervalo de tempo,
colocou-se o recipiente com amostra seca no dessecador, resfriou-a e registrou-se a
massa final. Os teores de umidade e de sdlidos foram determinados pelas equacdes
4 e 5. A determinacdo de teor de umidade de cada biomassa foi realizada em
triplicata. Os teores de umidade obtidos por esta analise foram considerados na

determinacao de teores de lipideos totais e de dleo.

TU5100( —ﬁ) Equacao (4)
m,
m ~
TS =100 x —L Equacéo (5)
m,

Onde: TU = teor de umidade (%); TS = teor de sdlidos (%); ms = massa da
amostra apos a secagem (g) (igual peso do béquer com massa seca menos peso do

béquer vazio); m, = massa inicial da amostra (g).

4.16.3. DETERMINAGAO DE TURBIDEZ

A turbidez da cultura de microalgas foi determinada em NTU (Unidade
Nefelométrica de Turbidez) e realizada em ftriplicata usando um turbidimetro portatil
(modelo DM TU — Digimed).
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4.16.4. CALCULO DE PRODUTIVIDADE EM BIOMASSA E EM LIPIDEOS,
VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO E TEMPO DE DUPLICAGAO

A produtividade em biomassa (Px), velocidade especifica de crescimento (u),
o tempo de duplicagao (Td) e a produtividade em lipideos foram determinados
conforme as equacgdes 6, 7, 8 e 9, respectivamente, descritas em ANDERSEN
(2005). O u foi determinado na fase exponencial apdés averiguacdo da sua
linearidade. O tempo de duplicacdo corresponde ao intervalo de tempo necessario

para que ocorra a duplicacéo da populagao inteira.

X, -X
P=—L 1 Equacéo (6)
1 -1,
InX,-InX,
u= i B Equacéo (7)
Iy =1
Td = In2 Equacao (8)
u
P E(X"'_Xi)XTLT Equacéo (9)
LT

t

Onde: P, = produtividade em biomassa (mg L™ d™") ou em células (cél mL™" d"
' u = velocidade especifica de crescimento (d™'); Td = tempo de duplicacdo (d); P.r
= produtividade em lipideos totais (mg L™ d); TLT = teor de lipideos totais; X; =
biomassa final (mg L") ou densidade celular final (cél mL™"); X; = biomassa inicial
(mg L") ou densidade celular inicial (cél mL™"); t; = tempo final (d); t; = tempo inicial

(d); t = intervalo de tempo (d).

4.16.5. DETERMINAGAO DE TEOR DE LIPIDEOS TOTAIS

O teor de lipideos foi mensurado através do método de extracdo de lipideos
totais desenvolvido segundo BLIGH & DYER (1959) modificado e foi aplicado com a

biomassa microalgacea umida.
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O processo para extracao foi realizado, em ftriplicata, em duas etapas: na
primeira, a amostra foi submetida a um pré-tratamento com acido cloridrico para
hidrolisar as células; e na segunda, os lipideos foram extraidos com uma mistura de
solventes. Apds a extragdo, o excesso de solvente foi removido e a quantificacéo

dos lipideos foi realizada gravimetricamente.

Para o procedimento do pré-tratamento acido realizou-se o seguinte: pesou-
se em balanga analitica uma quantidade de biomassa umida correspondente a 400
mg de massa seca; adicionou-se 5 mL de HCI 2 mol L™ & biomassa e homogenizou
com o auxiilio do vortex; colocou-se o tubo em banho termostatizado a 80 °C
durante 1h; centrifugou-se a 2500 g durante 15 minutos para separar a biomassa do
residuo de acido; removeu-se o residuo de acido e o descartou em frasco adequado

para este residuo.

Posterior ao pré-tratamento, realizou-se o procedimento de extragdo de
lipideos totais, descrito a seguir. adicionou-se 4 mL de metanol a biomassa
hidrolisada e homogenizou; adicionou-se a suspensao 2 mL de cloroférmio e agitou-
se em vortex por 2 minutos; adicionou-se mais 2 mL de cloroférmio e agitou em
vortex por 2 minutos; adicionou-se 3,6 mL de agua MilliQ e agitou em vortex por 2
minutos; e centrifugou-se a 2500 g durante 15 minutos. A fase dos lipideos em
cloroférmio foi transferida para um balao ja pesado e reservado. Para a re-extracao
dos lipideos que ainda estavam na biomassa, adicionou-se 4 mL da solugéo 10 %
v/v de metanol em cloroférmio as fases que restavam e agitou-se em vortex durante
2 minutos. Centrifugou-se a mistura a 2500 g durante 15 minutos, retirou-se a fase
dos lipideos e a colocou no baldo juntamente com o primeiro extrato. O
procedimento de re-extracao foi repetido uma vez. O excesso de cloroformio foi
evaporado a 75 °C a pressdao ambiente e o baldo foi seco em estufa a 60 °C até

obter peso constante.
O teor de lipideos totais foi determinado de acordo com a equacéao 10.

TLTsloox% Equacéo (10)
2

Onde: TLT = teor de lipideos totais; m; = massa do baldo (g); m, = massa da

amostra (g); ms = massa do baldo com material extraido e seco (g).
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4.16.6. DETERMINAGAO DE TEOR DE OLEO

A determinacgao de 6leo pelo método J: Schmid-Bondzynski-Ratzlaff modificado
(IDF, 1986) é baseado na hidrdlise da biomassa com acido cloridrico, adicdo de

alcool etilico e subsequente extracdo com éter etilico e éter de petréleo.

O procedimento foi realizado da seguinte forma: pesou-se uma quantidade de
biomassa umida correspondente a 0,5 -1,0 g de massa seca; adicionou-se 10 mL de
HCI, em diferentes molaridades (3, 5 e 8 mol L") para determinar qual a melhor;
homogenizou-se manualmente; aqueceu-se em banho a 70 °C por 10 minutos;
adicionou-se 10 mL de alcool etilico e agitou manualmente por 30 segundos;
adicionou-se 25 mL de éter etilico e 25 mL de éter de petréleo, agitando
manualmente por 1 minuto; seguido de centrifugagdo a 3800 g por 15 min. A fase
etérea foi separada, lavada com agua MilliQ até alcangar um pH 6-7 e transferida
para um baldo previamente pesado. Os solventes foram evaporados a 60 °C a

pressdao ambiente e o balao foi seco em estufa a 60 °C até obter peso constante.
O teor de d6leo foi determinado de acordo com a equacéao 11.
m,

TO =100x 7=
m,

Equacéo (11)

Onde: TO = teor de 6leo; ms = massa do balao (g); m, = massa da amostra (g);

m3 = massa do baldo com material extraido e seco (g).

4.16.7. DETERMINAGAO DO PERFIL DE ESTERES METILICOS

A determinagao do perfil de ésteres metilicos do biodiesel obtido conforme
metodologia descrita no item 4.15, foi realizada por Cromatografia Gasosa
(Cromatografo marca Shimadzu, modelo 2014), com o auxilio de injetor Split a 250
°C com fluxo de 20 mL min™", detector FID a 250 °C, forno a temperatura isotérmica
de 200 °C, coluna capilar Carbowax 20M (marca Quadrex) com fase estacionaria de

polietileno glicol e dimensdes de 30 m x 0,32 mm x 0,25 ym.
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4.16.8. QUANTIFICAGAO DE AGUCARES

A quantificacdo de acgucares redutores totais (ART) foi determinada
colorimetricamente, em triplicata, pelo método DNS (Acido 3,5 Dinitrosalicilico)
(MILLER, 1959).

A determinacdo da concentragcdo de glicose, xilose e celobiose foi realizada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com o auxilio de uma coluna
HPX-87P (BioRad") utilizando 4gua como fase mével a uma vazéo de 0,6 mL min™" e

uma temperatura de separacao de 80°C.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos e as respectivas
discussdes nas seguintes etapas da pesquisa: cultivo de ativacdo de Scenedesmus
sp.; cultivo do indculo; a otimizacdo do meio AMS1 e sua validagao; avaliagao de
diferentes meios de cultura; obtencdo de glicose a partir da biomassa residual da
industria de celulose; comparagao do cultivo fototréfico com o mixotrofico e
heterotréfico, empregando glicose comercial e de residuo; cultivo da microalga em
garrafao e sua propagacao; as diferentes bateladas de producdo de microalgas em
fotobiorreatores; e a producao de biodiesel por transesterificacao, hidroesterificacao

e saponificagao seguida de esterificacdo a partir de Scenedesmus sp..
5.1. CULTIVO DE ATIVACAO DE Scenedesmus sp.

No cultivo de ativacdo de Scenedesmus sp., inicialmente foram avaliadas
duas diferentes relagdes solido:liquido (1:50 e 1:4) de acordo com a metodologia do
item 4.4.
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Na Figura 5.1 encontra-se o perfil cinético do cultivo de ativacdo conduzido

com relacgao solido:liquido (S:L) 1:50.
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Figura 5.1. Cultivo de ativagdo de Scenedesmus sp. com S:L 1:50 conduzido em sistema de 250 mL
sob 400 umol de fétons m?s”, 1L armin” e 23 °C. Os valores sdo a média de trés réplicas + desvio

padrao.

Verificou-se que a microalga apresentou, em sua curva de crescimento, fase
lag com duracdo de um dia, periodo em que ocorreu pouca ou nenhuma divisdo
celular pois as células se encontravam em estado de laténcia, decorrente da
mudanca das condi¢cdes de cultivo. Nessa fase, a populagédo algacea passa por um
periodo de intensa atividade metabdlica, principalmente sintese de enzimas e de
moléculas variadas. Apés a fase lag, as células entraram na fase exponencial ou de
crescimento com duragcdo de 4 dias. Depois disso, a microalga entra na fase
estacionaria apos 6 dias de cultivo, quando nao ocorreu mais divisao celular devido,
principalmente, a limitagdo de nutrientes, luz, CO, e ao acumulo de metabdlitos
noxios as células (ALBERTS et al., 2010).
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No final da fase exponencial obteve-se uma densidade celular de 1,31E+06
céls mL™" e com isso alcangou-se uma produtividade (Px) de 2,0E+05 céls mL™" d™'. A
taxa de crescimento analisada foi a velocidade especifica de crescimento (u)
(Equacéao 7, item 4.16.4) mensurada na fase exponencial, quando se atingiu u de
0,58 d'. Ao analisar a divisdo celular, o Td (tempo de duplicagdo) foi de 1,2 d, ou
seja, durante o crescimento linear na fase exponencial a microalga demandou

aproximadamente 28 h para dobrar a densidade celular.

Na Figura 5.2 pode ser visualizado o perfil cinético do cultivo de ativacao

conduzido com S:L 1:4.
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Figura 5.2. Cultivo de ativagdo de Scenedesmus sp. com S:L 1:4 conduzido em sistema de 250 mL
sob 400 umol de fétons m?s”, 1L armin” e 23 °C. Os valores sdo a média de trés réplicas + desvio

padrao.

Neste cultivo, a microalga ndo apresentou fase lag detectavel e iniciou seu
crescimento em plena fase exponencial com duragao de 5 dias, quando 1,91E+07

céls mL™ foram obtidas e alcangou-se uma produtividade de 3,2E+06 céls mL™" d™.
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O u alcangado foi de 0,35 d”' com Td respectivo de 1,9 d. Com isso, a microalga

inicia a fase estacionaria apés o quinto dia.

Baseando-se nos resultados obtidos com as cinéticas de crescimento com
S:L 1:50 e 1:4, foi realizada uma analise comparativa visando selecionar a melhor

condicdo dentre aquelas estudadas.

Para esta analise, consideraram-se inicialmente os diferentes volumes de
inéculo e, consequentemente, as diferentes densidades celulares iniciais. No cultivo
com S:L 1:4 (200 mL), o volume do indculo foi de 50 mL com densidade celular de
1,31E+07 céls mL™". E no cultivo com S:L 1:50 (250 mL), o volume do inéculo foi de
5 mL com densidade celular de 5,85E+06 céls mL™". Apds a inoculacdo, atingiu-se
uma densidade celular inicial de 3,28E+06 céls mL" em S:L 1:4, 28 vezes maior que
X; de S:L 1:50 (1,17E+05 céls mL™").

Ao final de 5 dias, o cultivo com S:L 1:4 atingiu uma densidade celular (X; =
1,9E+07 céls mL™") 16 vezes maior que aquela alcangada no cultivo 1:50 (X; =
1,2E+06 céls mL'1). Assim, ao aumentar X; 22 vezes de 1:50 para 1:4, ndo se
aumentou X; em 22 vezes, e sim em 16 vezes, mostrando claramente que nao existe
uma proporcionalidade entre X; e X;. Ao analisar Px para 5 dias de cultivo, a da
cultura 1:4 (3,2E+06 céls mL™" dia™") foi 93,3 % maior que aquela do cultivo 1:50
(2,1E+05 céls mL™" dia™).

Desta forma, decidiu-se dar continuidade ao trabalho empregando uma
relagado solido:liquido 1:4 no cultivo de ativagao conduzido por 5 dias ou até que
alcancasse 1,93+0,20E+07 céls mL". A partir deste ponto, a cultura do cultivo de
ativacao foi realizada nas condigdes selecionadas e utilizada no cultivo do inéculo,

cujos resultados e discussdes encontram-se no item a seguir.

5.2. CULTIVO DO INOCULO DE Scenedesmus sp.

A Figura 5.3 apresenta o perfil cinético do cultivo do indculo realizado com
relagdo solido:liquido 1:4. A densidade de células permaneceu constante nas
primeiras 24 h e a fase exponencial teve inicio no dia 4. Apdés 10 dias de

crescimento, as maximas densidade celular e produtividade em células de 1,24E+07
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céls mL" e 1,17E+06 céls mL™" d”', respectivamente, foram atingidas. O u de 0,40 d™

conferiu um tempo de duplicagdo de 1,7 d na fase exponencial.
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Figura 5.3. Cultivo do in6culo de Scenedesmus sp. com S:L 1:4 conduzido em sistema de 1 L sob
400 umol de fétons m? s’ 1L armin" e 23 °C. Os valores sdo a média de trés réplicas + desvio

padrao.

Na Figura 5.4, encontram-se imagens do in6culo nos dias 0 e 10, nas quais

visualiza-se claramente o grande aumento da densidade celular.

De acordo com os resultados obtidos, os inéculos seguintes foram conduzidos
por até 10 dias, ou até que atingissem 1,4+0,13E+07 céls mL'1, e utilizados como
in6culo na otimizagdo do meio de cultura ASM1, na avaliagcao de diferentes meios de
culturas, nos diferentes tipos de cultivos e no cultivo de garrafao, cujos resultados e

discussodes encontram-se nas proximas secgoes.
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Figura 5.4. Imagens do cultivo do inéculo de Scenedesmus sp. nos dias 0 e 10.

5.3. OTIMIZAGAO DO MEIO DE CULTURA ASM1

Nesta etapa de trabalho almejou-se otimizar as concentragbes de nitrato,
fosfato e vitamina do meio AMS1 para maximizar a densidade final de células, o teor
de lipideos totais e a produtividade em lipideos totais, selecionadas como variaveis
de resposta do cultivo fototrofico de Scenedesmus sp.. Para isso, realizou-se um
Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) variando as concentragbes dos
nutrientes de acordo com as Tabelas 4.2, composto de 18 experimentos e com

quatro réplicas do ponto central (PC).

Na Figura 5.5 sao apresentados os perfis cinéticos dos cultivos fototroficos do

DCCR construidos a partir das densidades celulares.

No final dos cultivos, 10 dias, a densidade de células dos experimentos variou
de 4,2E+06 a 1,47E+07 céls mL". A densidade celular mais baixa foi alcangada no
experimento 9, cujo meio de cultura ndo continha nitrato. A mais alta foi obtida com o
experimento 7, cujo meio continha concentracdes de nitrato (170 mg L) e fosfato
(53 mg L") em seu nivel fatorial superior (+1) e vitamina (0,1262 mg L™) em seu

nivel fatorial inferior (-1). Empregando as mesmas concentragdes de nitrato e fosfato
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e mais vitamina (0,5 mg L") no experimento 8, obteve-se resultado (1,34E+07 céls
mL™") similar ao do 7 (1,47E+07 céls mL™).
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——1-42,5N;13,2F; 0,1262 V
= 3-42,5N;53,0F; 0,1262 V
—5-170,0N; 13,2 F; 0,1262 V

= 2-42,5N; 13,2 F; 0,5000 V
——4-425N; 53,0 F; 0,5000 V
—6-170,0N; 13,2 F; 0,5000 V

M 7-170,0N;53,0F; 0,1262 V ® 8-170,0N; 53,0 F; 0,5000 V
A 9-0,0N;33,1F;0,3131V ¢ 10-212,5N; 33,1 F; 0,3131V
11-106,2N;0,0F; 0,3131V ¢ 12-106,2N; 66,2 F; 0,3131V
——13-106,2N; 33,1 F; 0,0V ® 14-106,2 N; 33,1 F; 0,6262 V

® PC-106,2N;33,1F;0,3131V

Figura 5.5. Perfis cinéticos dos cultivos de Scenedesmus sp. do DCCR conduzidos em sistema de 1
L sob 400 umol de fétons m?s”, 1 Larmin” e 23 °C. Legenda: numero do experimento — condigdes
(concentragao de nitrato (N), fosfato (F) e vitamina (V) em mg L'1). (PC) — Ponto Central. Os valores

de PC sado a média de quatro réplicas * desvio padréo.

Com os experimentos 10 e 12 alcangaram-se densidades de 1,2E+07 e
1,13E+07 céls mL™, respectivamente. Isto demonstrou que quando se mantiveram
as concentragdes de fosfato (33,1 mg L") e vitamina (0,3131 mg L") em seus pontos
centrais e usou o nivel axial superior (+o) para nitrato (212,5 mg L") no experimento

10, foi tao bom quanto ter mantido o nitrato (106,2 mg L") e vitamina (0,3131 mg L™)
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nos seus pontos centrais e utilizado o +a do fosfato (66,2 mg L™') no experimento 12.
Quando se compara os resultados do 10 e 12 com o resultado médio dos pontos
centrais (PC), 8,0E+06 céls mL™, nos quais ambas concentragdes foram mantidas
no ponto intermediario (106,2 mg L™ de nitrato, 33,1 mg L' de fosfato € 0,3131 mg L~
' de vitamina), verificou-se que o aumento da concentracdo de nitrato ou fosfato

conferiu um aumento da densidade celular de aproximadamente 45 %.

Na Tabela 5.1 estdo sumarizadas as produtividades em células (Px), as
velocidades de crescimento (u) e os tempos de duplicagcéo (Td) alcangados no final

de cada experimento.

Tabela 5.1. Produtividades em células (Px), velocidade de crescimento (u) e tempos de duplicagao
(Td) dos cultivos do DCCR apés dez dias.

Experimento — concentragoes Px u Td
de nutrientes (mg L'1) (cél mL" d'1) (d'1) (d)
1-425N13,2F 0,126 V 6,75E+05 0,29 2,4
2-425N13,2F 0,50V 5,65E+05 0,30 2,3
3-425N53F 0,126 V 6,00E+05 0,38 1,8
4-425N53F0,50V 6,70E+05 0,27 2,6
5-170N13,2F 0,126 V 6,95E+05 0,39 1,8
6-170N13,2F 0,5V 6,50E+05 0,35 1,9
7-170N53F 0,126 V 1,47E+06 0,49 1,4
8-170N53F0,5V 1,34E+06 0,62 1,2
9-0N33,1F0,3131V 4,20E+05 0,29 2,4
10-212,5N 33,1 F 0,3131V 1,20E+06 0,34 2,0
11-106,2N0F 0,3131V 6,95E+05 0,21 3,2
12 -106,2 N 66,2 F 0,3131 V 1,13E+06 0,37 1,8
13-106,2N33,1F0V 6,95E+05 0,24 2,9
14 - 106,2 N 33,1 F 0,626 V 9,60E+05 0,30 2,3
PC -106,2 N 33,1 F 03131V 8,03+0,62E+05  0,52+0,02  1,33+0,23

(N) — Nitrato, (F) — Fosfato, (V) — Vitamina, (PC) — Ponto Central. Os valores de PC sdo a média de

quatro réplicas + desvio padrao.
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Neste estudo, as maximas produtividades em células foram atingidas nos
experimentos 7 e 8, 1,47E+06 e 1,34E+06 céls mL"’ d'1, respectivamente. Sendo
que no 8, atingiram-se o menor Td (1,2 d) e o maior u (0,62 d™), mostrando que
neste cultivo a populagdo praticamente dobrou a cada 24 h durante a fase
exponencial. Enquanto no experimento 11, onde nao havia fosfato, a populacéo

levou 0 maximo de tempo para dobrar, Td de 3,2 dias.

A maxima velocidade especifica de crescimento (0,62 d') alcancada por
Scenedesmus sp. SCIB-01 no DCCR foi bem maior que aquela obtida com outras
linhagens de Scenedesmus sp. (0,10 — 0,16 d'), de acordo com os trabalhos
reportados por ARAVANTINOU et al. (2013), ANDRULEVICIUTE et al. (2014) e
BASU et al. (2014). ARAVANTINOU et al. (2013) empregou meio BG11, sistema de
3 L, 22 °C, 150 umol fétons m? s por 24 h e 3 L ar min"'. BASU et al. (2014)
realizou o cultivo em sistema de 5 L, 2511 °C, 6000 lux e fotoperiodo 14:10; e ao
empregar de 15 a 35 % de CO; conseguiram aumentar o u para 0,18 - 0,64 d™'. Ja
ANDRULEVICIUTE et al. (2014) realizaram cultivos fototroficos utilizando meio
BG11, pH 7,6+0,3, sistema de 3 L, 22+2 °C, 250 umol fotons m? s, fotoperiodo
8:16 e agitados manualmente varias vezes ao dia. O u de SCIB-01 ainda foi bem
maior que o das espécies Chlorella sp. (0,16 d'), Haematococcus sp. (0,13 d') e
Nannochloropsis sp. (0,13 d') também estudadas por ANDRULEVICIUTE et al.
(2014).

Na Figura 5.6 € possivel visualizar comparativamente as biomassas secas e

os teores de lipideos totais alcancados no DCCR apds 10 dias de cultivo.

Ao analisar os valores de biomassa seca, a maxima obtida foi com o
experimento 8 (1,24 g L), onde todos os nutrientes estavam em concentragdes no
seu nivel fatorial superior (+1), 170 mg L™ de nitrato, 53 mg L™ de fosfato e 0,5 mg L~
' de vitamina. Com o experimento 10 foi alcancada a segunda maior biomassa, 1,21
g L™, onde o fosfato (33,1 mg L") e vitamina (0,3131 mg L") estavam em seus
pontos centrais e o nitrato em +a, 212,5 mg L. O terceiro melhor resultado para
biomassa (1,17 g L™") foi o do experimento 7, com concentracdes altas de nitrato e
fosfato. Em contrapartida, nos experimentos 11 (sem fosfato) e 9 (sem nitrato) foram

atingidas as menores biomassas, 0,61 e 0,80 g L'1, respectivamente.
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Figura 5.6. Biomassa e teor de lipideos totais de Scenedesmus sp. alcangados em cada cultivo do
DCCR apés dez dias. Nitrato (N), fosfato (F), vitamina (V), Ponto Central (PC). Os valores de PC sao

a média de quatro réplicas * desvio padrao.

Desta forma, a variacdo das concentragdes de nitrato, fosfato e vitamina
influenciaram muito os valores de biomassa seca finais, que variou de 0,62 a 1,24 g

L™, indicando o quanto estes nutrientes sdo importantes.

O valor maximo de biomassa obtida com SCIB-01 foi 2,3 vezes maior que
aquela reportada por ANDRULEVICIUTE et al. (2014) quando cultivou
Scenedesmus obliquus com CO, do ambiente (0,54 g L") e similar aquela obtida

quando a mesma microalaga foi cultivada com 35 % de CO; (1,29 g L™).

HO et al. (2012) atingiu 1,34 g L™ de biomassa quando cultivou S. obliquus
com 2,5 % de CO,, meio DM, sistema de 1 L, pH 6,2, 300 rpm, 140 umol fétons m
s e 28 °C. Enquanto TANG et al. (2011) cultivou S. obliquus com 30 % de CO, e

obteve 1,03 g L™ de biomassa.

JI et al. (2014) reportou um maximo de 0,41 g L' de biomassa de
Desmosdesmus sp. cultivada fototroficamente por 14 dias em BG11, pH 7,0, sistema
de 100 mL, 24+1 °C, 120 umol fétons m? s, fotoperiodo 15:9 e 10 % de CO..
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Com isso, verificou-se que mesmo em altas concentracées de CO,, trabalhos
da literatura reportaram concentragbes de biomassa menores ou similares aquela

alcangada com SCIB-01.

Em relagao aos teores de lipideos totais (TLT) do DCCR do presente trabalho,
foram obtidos desde 10,9 até 29,3 % em relagdo a biomassa seca. Os maiores TLT
foram mensuradas nos experimentos 14 e PCs, 27,6 e 29,3+1,0 %, respectivamente,
quando os pontos centrais do nitrato (106,2 mg L) e fosfato (33,1 mg L™) foram
avaliados. Comparando o 14 com o 13, verificou que foi melhor ter usado o maximo
de vitamina (0,62 mg L") do que 0 mg L™, pois esta concentragdo reduziu TLT em
16 % (23,3 %). Quando retirou o nitrato do meio no experimento 9 ou o utilizou em
concentracdo maxima (212,5 mg L") no experimento 10, alcancaram-se TLT muito
similares, 19,9 e 19,8 %, respectivamente. Ao retirar o fosfato do meio de cultura,
reduziu-se TLT em 49 %, como pode ser verificado no experimento 11 (106,2 mg L™
de nitrato, 0 mg L™ de fosfato e 0,3131 mg L™ de vitamina), com o qual se atingiu
14,8 %. O resultado piorou quando se usou o maximo de fosfato no experimento 12
(106,2 mg L™ de nitrato, 66,2 mg L de fosfatos e 0,3131 mg L™ de vitaminas),
reduzindo o TLT em 56 % (12,8 %).

Ficou evidenciado que o aumento das concentracbes de nitrato e fosfato
conferiu um aumento da biomassa final e ao manter as concentragées de todos os
nutrientes no nivel 0 ou proximas a ele, aumentou consideravelmente o teor de

lipideos.

Geralmente, a microalga acumula lipideos sob limitagdes de nutrientes
quando as fontes de energia (luz) e carbobo (CO;) estdo acessiveis e o0s

mecanismos celulares para a fotossintese estao ativados.

No presente estudo, SCIB-01 acumulou um teor de lipideos 2 vezes maior ao
reportado por ZHAO et al. (2012) quando cultivou S. quadricauda com CO;
atmosférico (15 %) e similar ao do cultivo com 2 % de CO; (28,1 %), utilizando
BG11, pH 6,5 — 7,5, sistema de 2,3 L, 27 °C, 70 umol fétons m? s e 2 L ar min™.

CONVERTI et al. (2009) atingiu TLT de aproximadamente 15 % com C.
vulgaris e N. oculata quando as cultivaram em BBM a 25 °C e /2 a 15 °C,
respectivamente, utilizando sistemas de 2 L, 70 umol fétons m? s™, 300 rpm e ar

atmosférico.
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Enquanto ANDRULEVICIUTE et al. (2014) alcangaram TLT de 15,1 %, 16,2
%, 15,9 % e 16,2 % com Scenedesmus sp., Haematococcus sp., Chlorella sp., e

Nannochloropsis sp., respectivamente, cultivada fototroficamente.

Resultados similares ao deste trabalho (29,3 %) foram reportados por
PRAVEENKUMAR et al. (2012) que obtiveram acumulos de 31,2 %, 31,9 % e
31,5 % de lipideos em biomassa seca de Chlorella sp. ao cultiva-la em meio
Chu10, Chu10 sem fosfato e Chu10 sem ferro, respectivamente, sob 70 umol
fotons m? s, fotoperiodo 12:12 e 24 °C. Estes pesquisadores alcangaram teores
ainda maiores ao conduzir cultivos sob auséncia de nitrato e dos 3 nutrientes juntos

(nitrato, fosfato e ferro), 42,8 e 40,8 %, respectivamente.

LIU et al. (2010) relataram que uma faixa de 20 a 40 % de TLT em massa
seca é comumente encontrada em trabalhos que cultivam a microalga

Scenedesmus sp.

Na Tabela 5.2 estdo sumarizadas as produtividades em biomassa seca (Px) e

em lipideos totais (P_t) alcangados no final de cada experimento do DCCR.

As melhores condicbes para atingir os maiores TLT também foram as
mesmas para alcangar a maxima Pt (32,4 mg L™ d™"). Pode ser visualizado através
dos experimentos 13, 14 e PC que o aumento da concentragdo de vitamina,
mantendo nitrato e fosfato constantes, também proporcionou um aumento

significativo na produtividade em lipideos.

A maxima Px foi de 1236 mg L' d', maior que as obtidas por
ANDRULEVICIUTE et al. (2014) ao cultivarem fototroficamente Chlorella sp. (89 mg
L™ d"), Scenedesmus sp. (94 mg L d'), Haematococcus sp. (51 mg L™ d) e

Nannochloropsis sp. (78 mg L™ d™).

TANG et al. (2011) cultivaram S. obliquus e obtiveram uma produtividade em
biomassa de 81 mg L d”', 35 % menor qua a da SCIB-01. BASU et al. (2014)
ultrapassou a Px de SCIB-01 ao cultivar S. obliquus em 35 % de CO2, 139,4 mg L™
d’.

Foi claramente observado que a densidade celular, biomassa, Px, TLT e Pt
foram diferentemente influenciados pelas concentragbes de nutrientes. Ao
comparar o meio ASM1 original com o meio ASM1 modificado, contendo 38 %

menos de nitrato e fosfato e com 0,31 mg L' de vitamina, verificou-se que com
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este foi possivel aumentar TLT e P.t em 90 e 55 %, respectivamente, em relagao

aquele.

Tabela 5.2. Produtividades em biomassa seca (Px) e em lipideos totais (P.1) dos cultivos do DCCR

apos dez dias.

Experimento — concentragoes de Px P.r
nutrientes (mg L'1) (mg L d'1) (mg L d'1)
1-425N13,2F 0,126 V 92,4 16,2
2-425N13,2F 0,50V 93,0 14,6
3-425N53F 0,126 V 108,0 13,8
4-425N53F0,50V 103,8 11,3
5-170N13,2F 0,126 V 94,2 11,7
6-170N13,2F 0,5V 96,0 15,9
7-170N53F 0,126 V 119,4 20,7
8-170N53F0,5V 123,6 19,0
9-0N33,1F0,3131V 79,5 15,8
10-212,5N 33,1 F 0,3131V 121,2 23,9
11-106,2N0F 0,3131V 62,1 9,2
12 -106,2 N 66,2 F 0,3131 V 110,4 14,2
13-106,2N33,1F0V 104,4 24,3
14 - 106,2 N 33,1 F 0,626 V 117,3 324
PC -106,2 N 33,1 F 03131V 89,5+10,9 26,2+1,72

(N) — Nitrato, (F) — Fosfato, (V) — Vitamina, (PC) — Ponto Central. Os valores de PC sdao a média de

quatro réplicas + desvio padrao.

Na Figura 5.7, encontram-se imagens dos 18 experimentos do DCCR apds 10

dias de cultivo fototréfico de Scenedesmus sp..

Na anadlise estatistica dos resultados do DCCR, o grafico de Pareto foi

construido utilizando o software Statistica, permitindo visualizar tanto graficamente

como numericamente os efeitos padronizados ou tcacuados de cada variavel

independente, assim como o de suas interagdes. Neste grafico, os efeitos sao
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representados por barras, sendo que apenas aquelas que ultrapassam o valor de
0,05 para o p-valor apresentam significancia estatistica. O valor deste parametro
garante, com um nivel de confianca de 95 %, que um determinado fator influencia a
variavel de resposta analisada (MONTGOMERY & CALADO, 2003).

Figura 5.7. Imagens dos cultivos de Scenedesmus sp. no DCCR para otimizar o meio ASM1.

A Figura 5.8 apresenta o grafico de Pareto construido para a densidade
celular selecionada como variavel de resposta. E possivel visualizar que o maior
efeito linear e positivo (12,98) foi gerado pelo nitrato, seguido do efeito linear e
positivo (9,78) do fosfato e do efeito da interagdo entre tais variaveis (8,22), todos

estatisticamente significativos.

Os efeitos lineares positivos confirmam que ao aumentar a concentragédo de
nitrato e fosfato do nivel minimo para o maximo, resultou num aumento da

densidade celular (Figura 5.8). O efeito significativo da interagdo entre nitrato e



CAPITULO 5. Resultados e Discusséo 85

fosfato mostrou que utilizando os dois nutrientes juntos conferiu um resultado maior
do que o uso deles separados. Verificou-se também que nao houve interagdes
significativas do nitrato e fosfato com a vitamina (1Lx3L e 2Lx3L). Isto significa que o
nitrato e o fosfato apresentaram efeitos sobre a densidade celular sem interferéncia

da vitamina (Figura 5.8).

O efeito linear ou quadratico da vitamina nao apresentou significancia
estatistica a nivel de 95 % de confianga, assim como os efeitos quadraticos de
nitrato e fosfato, mostrando que dentro da faixa estudada ndo houve presenca de

curvatura (Figura 5.8).

A Figura 5.9 apresenta o grafico de Pareto construido para o teor de lipideos
totais. O maior efeito significativo foi o quadratico negativo de fosfato (-24,84),
seguido dos efeitos quadraticos negativos de nitrato (-15,78) e vitamina (-7,32) e da

interacao entre os efeitos lineares de nitrato e fosfato.

Os efeitos quadraticos negativos significativos indicam comportamento
curvilineo convexo em determinada regido da superficie de resposta, referente a

maximizagao da resposta.

Os efeitos da interacdo do nitrato e fosfato com a vitamina foram
considerados marginalmente significativos, uma vez que seus p-valores estavam
muito préximos do valor considerado (0,05): interagao 1Lx3L igual a 0,08 e 2Lx3L
igual a 0,07 (Figura 5.9).

Baseado nisto, determinou-se que somente com a presencga de nitrato, fosfato

e vitamina juntos foi possivel aumentar consideravelmente o teor de lipideos totais.

A Figura 5.10 apresenta o grafico de Pareto construido para a produtividade
em lipideos totais. O maior efeito significativo foi o quadratico negativo de fosfato (-
26,48), seguido dos efeitos quadratico negativo (-13,89) e linear negativo (-8,38) de
nitrato, (-15,78), da interacado entre os efeitos lineares de nitrato e fosfato (1Lx2L) e

dos efeitos lineares negativo e positivo do fosfato e vitamnina, respectivamente.

O planejamento experimental apresentou coeficientes de correlacdo, R?, de
0,95, 0,88 e 0,86 para densidade celular, TLT e P.t, respectivamente, mostrando

qgue o modelo se ajustou aos resultados em, no minimo, 86 % dos casos.
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Figura 5.8. Grafico de Pareto para a densidade de células como variavel de resposta do DCCR para

a otimizagao do meio ASM1 utilizado no cultivo fototréfico de Scenedesmus sp.
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Figura 5.9. Grafico de Pareto para o teor de lipideos totais como variavel de resposta do DCCR para

a otimizagao do meio ASM1 utilizado no cultivo fototréfico de Scenedesmus sp.
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Figura 5.10. Grafico de Pareto para o produtividade em lipideos totais como variavel de resposta do

DCCR para a otimizagao do meio ASM1 utilizado no cultivo fototréfico de Scenedesmus sp.

Através das superficies de respostas geradas pelos modelos obtidos a partir
dos resultados de densidade celular (Figuras 5.11, 5.12 e 5.13), verificou-se que o
aumento das concentracdes de nitrato e fosfato, do nivel inferior (0,0 mg L) para o
superior (212,5 e 66,2 mg L™, respectivamente), conduziu aos maiores valores de
densidades celulares finais (até 2,0E+07 céls mL™"), independente do valor da
concentracao de vitamina. Tais superficies mostraram que o cultivo fototréfico nédo
foi otimizado para a densidade celular, uma vez que o ponto maximo da curvatura da
superficie nao foi alcangado. Isto poderia ter sido obtido se aumentasse mais ainda
as concentracdes de nitrato e fosfato do meio de cultura ASM1 original (170 mg L™

de nitrato e 53 mg L' de fosfato).

As superficies de respostas para o teor de lipideos como variavel de resposta
sao apresentadas nas Figuras 5.14, 5.15 e 5.16. E para a produtividade em lipideos
como resposta sdo apresentadas nas Figuras 5.17, 5.18 e 5.19. Verificou-se um
ponto maximo em todas as superficies, tanto em fungao de nitrato e fosfato e nitrato

e vitamina como em funcao de fosfato e vitamina.
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Figura 5.11. Superficie de resposta em funcdo de nitrato e fosfato para a densidade celular como

variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo fototrofico de
Scenedesmus sp..
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Figura 5.12. Superficie de resposta em funcdo de nitrato e vitamina para a densidade celular como

variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo fototrofico de
Scenedesmus sp..
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Figura 5.13. Superficie de resposta em funcao de fosfato e vitamina para a densidade celular como

variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo fototrofico de
Scenedesmus sp..
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Figura 5.14. Superficie de resposta em fungéo de nitrato e fosfato para o teor de lipideos totais como

variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo fototréfico de
Scenedesmus sp..
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Figura 5.15. Superficie de resposta em funcdo de nitrato e vitamina para o teor de lipideos totais

como variavel de resposta do DCCR para a otimizagado do meio ASM1 utilizado no cultivo fototréfico
de Scenedesmus sp..
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Figura 5.16. Superficie de resposta em funcdo de fosfato e vitamina para o teor de lipideos totais

como variavel de resposta do DCCR para a otimizagao do meio ASM1 utilizado no cultivo fototréfico
de Scenedesmus sp..
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Figura 5.17. Superficie de resposta em fungao de nitrato e fosfato para a produtividade em lipideos

totais como variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo
fototréfico de Scenedesmus sp..
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Figura 5.18. Superficie de resposta em fungao de nitrato e vitamina para a produtividade em lipideos

totais como variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo
fototréfico de Scenedesmus sp..
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Figura 5.19. Superficie de resposta em fungao de vitamina e fosfato para a produtividade em lipideos

totais como variavel de resposta do DCCR para a otimizagdo do meio ASM1 utilizado no cultivo
fototréfico de Scenedesmus sp..

Ficou claro que a produgao de lipideos totais foi maximizada mediante a

otimizacdo das concentragcbes de nitrato, fosfato e vitamina do meio ASM1. Esta

otimizagdo permitiu a producéo de até 300 mg de lipideos g de biomassa seca e
uma P.r maxima de 32,4 mg L' d™".

5.3.1. VALIDAGAO DA OTIMIZAGAO DO MEIO ASM1

Considerando que as concentragcdes de nutrientes 6timas para a densidade
celular nao foram as mesmas para TLT e P.1, foi gerado um modelo matematico
para predizer os valores 6timos de nutrientes para maximizar ambas respostas
simultaneamente. Isto foi realizado através da funcao Desirability obtida a partir dos
resultados do DCCR com o programa Statistica. Nas Figuras 5.20, 5.21 e 5.22

podem ser visualizadas as superficies de resposta da fungéo Desirability, mostrando
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claramente que através da mesma se otimizou as concentragdes dos nutrientes
avaliados para ambas variaveis de respostas.

FRRRENSRITY

Figura 5.20. Superficie de resposta da fungdo Desirability para otimizagdo simultdnea das

concentragdes de nitrato e fosfato para produgao de lipideos e células de Scenedesmus sp..

RRopasA

Figura 5.21. Superficie de resposta da fungdo Desirability para otimizagdo simultdnea das

concentragdes de nitrato e vitamina para a produgao de lipideos e células de Scenedesmus sp..
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Figura 5.22. Superficie de resposta da fungdo Desirability para otimizagdo simultdnea das

concentragdes de fosfato e vitamina para producéo de lipideos e células de Scenedesmus sp..

A Tabela 5.3 apresenta os valores preditos para a densidade celular
(1,37E+07 céls mL™"), teor de lipideos (19,6 %) e produtividade em lipideos (24,8 mg
L' d7) se utilizasse 159 mg L™ de nitrato, 49 mg L™ de fosfato e 0,31 mg L' de

vitamina.

O valor da funcédo Desirability de 0,78 para se atingir o 6timo das trés
respostas simultaneamente indicou que a otimizagdo por esta funcao atende 78 %

do maximo obtenivel.

Baseando-se nestes dados, conduziram-se trés réplicas do cultivo fototréfico
empregando as condi¢cdes otimas segundo a funcédo Desirability. Como resultados,
foram produzidos 1,30E+07 céls mL™, 20,3 % de TLT e 25,2 mg de lipideos L d™.
(Tabela 5.3).

Contudo, as melhores condigcbes do meio ASM1, dentre aquelas avaliadas,
para o cultivo fototrofico de Scenedesmus sp. foram validadas, corroborando a

reprodutibilidade do processo em sistemas de 1 L.
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Tabela 5.3. Valores preditos de densidade celular (Xy), teor de lipideos totais (TLT) e produtividade

em lipideos (P.t) conforme a fungao Desirability.

Variavel de Valor Limites N F \') Resultada
resposta predito -0.95% +0.95% (mg L'1) (mg L'1) (mg L'1) validagao

X (célsmL")  1,37E+07 1,27E+07 1,47E+07 1’32)5'87’08
TLT (%) 19,7 18,2 23,2 159 49 0,31 20,3+2,6
Pr(mgL'd’) 24,8 22,1 26,3 25,2446

(N) — Nitrato; (F) — Fosfatos; (V) — Vitaminas. O resultado da validagao é a média de trés réplicas +

desvio padrao.

Ficou claro que no presente trabalho foi possivel encontrar condigbes 6timas
tanto para o teor de lipideos quanto para a produtividade em lipideos, sendo que
estas respostas usualmente estdo em contradicdo uma com a outra, de acordo com
LIU et al. (2010) e XIN et al. (2010).

Esta contradicao foi também demonstrada através de alguns experimentos
realizados neste estudo, onde sob menores concentragdes iniciais de nutrientes,
Scenedesmus sp. acumulou alto TLT, porém com baixa produgdao de biomassa.
Enquanto sob maiores concentragdes iniciais de nutrientes, a microalga apresentou
alta producdo de biomassa com pouco acumulo de lipideos. Como a alta
produtividade em lipideos depende diretamente de altas produgdes de biomassa e
lipideos, de acordo com a Equacao 9 (item 4.16.4), é importante encontrar
condigdes favoraveis para ambas respostas. E o presente trabalho alcangou este

objetivo ao utilizar a estratégia de otimizagao através da funcao Desirability.

A produtividade em lipideos obtida com o ASM1-O (25,2 mg L™ d) esta em
conformidade com as de HO et al. (2012), em cujo trabalho obtiveram 21,2 — 45 mg
L™ d™ cultivando diferentes espécies de S. obliquus. ZHAO et al. (2012) reportaram
produtividade em lipideos préxima de 18 mg L™ d™' com a S. quadricauda cultivada
sem nitrogénio e com ar atmosférico, porém quando esta alga foi submetida a 2,5 %
de CO,, foi alcangada uma Pt quase 8 vezes maior (140 mg L™ d”'). CONVERTI et
al. (2009) apresentaram valores de 20,4 e 16,4 mg L™ d” para C. vulgaris e N.
oculata, respectivamente. XIN et al. (2010) alcangou uma P.7 de 20,3 mg L d
cultivando Scenedesmus sp., entretanto sua taxa de acumulo de lipideos ainda foi

menor que aquela alcangada por SCIB-01.
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Os resultados alcangados neste trabalho estdo de acordo com os reportados
por HO et al. (2012), JI et al. (2014) e YEH & CHANG (2012), os quais mostraram
que a microalga pode acumular lipideos sob condigdes pobres de nutrientes, CO;
atmosférico e energia solar, respondendo ao estresse de acordo com a espécie
estudada. Isto ficou evidenciado quando o in6culo de Scenedesmus sp. SCIB-01,
cultivado sob condi¢gdes normais, foi transferido para meios pobres e apresentou

aumento no acumulo de lipideos.

Todavia, SCIB-01 foi capaz de acumular lipideos reduzindo pouco em
biomassa seca. Tais resultados foram muito similares aos reportados por
PRAVEENKUMAR et al. (2012).

Este fato poderia ser explicado a partir da perspectiva que em meios de
cultura pobres, a célula obteria nitrogénio dos pigmentos fotossintéticos e o utilizaria
nos processos metabdlicos, reduzindo a taxa fotossintética e promovendo o acumulo
de NADH. Com isso, a enzima citrato sintase seria inibida e a entrada de acetil-CoA
no ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs) seria bloqueada. O aumento dos niveis de
acetil-CoA ativaria a acetil-CoA carboxilase, promovendo sua conversdao em malonil-
CoA, a partir do qual as cadeias de acidos graxos sao alongadas. Com isso, a
sintese de lipideos aumentaria resultando num acumulo acentuado deste produto
(MANDAL & MALLICK, 2009).

A partir da perspectiva econdmica, o emprego de meios pobres poderia ser
considerado uma estratégia viavel desde que envolva nutrientes com alto custo
beneficio. Por exemplo, a ulitizacao de aguas residuais contendo as concentragdes
de nutrientes indicadas como as melhores no presente trabalho, poderia ser utilizada
com este propésito. E bem conhecido que as espécies de Scenedesmus sp. tém
caracteristicas desejaveis para o tratamento de aguas residuais e sintese de lipideos
visando a producao de biodiesel (BLERSCH et al., 2013; TANG et al., 2011; XIN et
al., 2010).

A aplicagdo do planejamento superficie de resposta ou DCCR para
otimizagao de condigbes do cultivo de microalgas € pouco utilizada. Raramente os
trabalhos que reportam o uso desta estratégia alcangcam um ponto de maximo na
superficie de resposta, 0 que comprova a otimizagao das variaveis independentes e

a maximizagao da variavel de resposta.
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CHELLAMBOLI & PERUMALSAMY (2014) utilizaram a técnica superficie de
resposta no cultivo de Scenedesmus abundans com o objetivo de otimizar a
porcentagem do indculo (2 a 10 %), a concentragéo de bicarbonato de sédio (0 a 10
g L") e o tempo de cultivo (2 a 30 dias) para maximizar a producdo de biomassa e o
teor de lipideos. Reportaram que a biomassa final sé nao foi influenciada pelo
inéculo, porém ndo mensuraram sua significancia estatistica. E um grande aumento
do TLT foi verificado quando aumentaram os valores de todas variaveis. Entretando,
em nenhuma das superficies de resposta visualizou-se um ponto maximo. E os
melhores resultados foram Px de 39,1 mg L' d" e TLT de 26,28 %. Com isto, n3o
alcancaram a otimizacao das condigdes para as respostas selecionadas (biomassa

e lipideos).

LI et al. (2011) realizaram um planejamento superficie de resposta variando
as concentragdes de glicerina (3,12 - 25,0 g L"), caseina (0,78 - 3,12 g L") e fosfato
(0,03-0,52 g L'1) do meio BBM no cultivo fotoheterotréfico de Chlorella minutissima,
com o objetivo de maximizar a produtividade em biomassa. Verificaram que: o
fésforo nao teve efeito significativo; a glicerina conferiu 0 maximo de resposta eu seu
nivel maximo, nao tendo indentificado uma concentracdo ideal dentro da faixa
estudada; e para a caseina, observou-se um pico de resposta entre 1,56 - 2,34 g L,
mostrando que somente esta variavel foi otimizada. As condi¢gdes 6timas apontadas
pelo modelo matematico (R? 0,966) foram 26,4 g L™ para a fonte de carbono, 2,61 g
L™ para a fonte de nitrogénio e 0,03 g L para a fonte de fésforo, que conferiram
uma Px de 1,83 g L' d™. Entretanto, LI et al. (2011) ndo alcangaram a otimizacédo de

todas as variaveis, a qual poderia ter sido atingida através da fungao Desirability.

O uso da fungao Desirability para maximizar a sintese de biomoléculas
microalgaceas ainda nao foi reportada na literatura, constituindo um carater inovador

do presente trabalho.

54. AVALIACAO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NO CULTIVO
FOTOTROFICO DE Scenedesmus sp.

Com o propodsito de analisar o efeito de diferentes meios de cultura sobre a

produgao de biomassa, acumulo de lipideos totais e produtividades em biomassa e
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lipideos, a microalga Scenedesmus sp. foi cultivada em ASM1 original, ASM1-O
(otimizado), BG11-N (com nitrato), BG11-U (com ureia) e BBM.

Na Figura 5.23, encontram-se os perfis cinéticos de Scenedesmus sp.
construidos com os valores de desidade celular. Claramente, visualizou-se que a

maxima foi alcangada com o meio BG11-N (2,4E+07 céls mL™).
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Figura 5.23. Perfis cinéticos Scenedesmus sp. cultivada em meio ASM1, ASM1-O, BG11-N, BG11-U
e BBM, sistema de 1 L sob 400 umol de fétons m?s”, 1L armin” e 23 °C. Os valores s&o a média

de trés réplicas + desvio padrao.

Com o emprego de meios com maiores concentracdes de nitrato (vide item
4.2), verificou-se o aumento da densidade celular final, confirmando o efeito
significativo deste nutriente sobre o crescimento, o qual foi mensurado e selecionado
como o0 mais importante para a maximizagcado desta variavel na otimizagdo do meio

ASM1, como pode ser visualizado no grafico de Pareto da Figura 5.8.

Através da Figura 5.24, verificou-se que com o meio BG11-N também se
alcangou a maxima producdo de biomassa seca (2,2 g L"), com Px (210 mg L™ d™)

20 % maior que aquela obtida em BBM (178 mg L™ d") e aproximadamente o dobro
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daquelas obtidas em BG11-U, ASM1 e ASM1-O (110, 105 e 114 mg L d’,

respectivamente).
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Figura 5.24. Produgao de biomassa de Scenedesmus sp. cultivada em meio ASM1, ASM1-0O, BG11-
N, BG11-U e BBM, sistema de 1 L sob 400 umol de fétons m? s, 1L armin” e 23 °C. Os valores

sdo a média de trés réplicas * desvio padrao.

Ao analisar a velocidade de crescimento (u) de Scenedesmus sp., constatou-
se que o meio BBM proporcionou a mais alta (0,79), alcangada durante os 4 dias de
fase exponencial. Em BG11-U, determinou-se o segundo maior u (0,72), superior
aquele alcangado com o BG11-N (0,50). Em ASM1 e ASM1-O, Scenedesmus sp.

mostrou-se com u (0,50 e 0,47, respectivamente) similares aquele em BG11-N.

Os u de SCIB-01 obtidos em BBM e BG11-U foram superiores aqueles
reportados para linhagens de Scenedesmus sp. (0,10 — 0,64 d™') (ARAVANTINOU et
al., 2013; ANDRULEVICIUTE et al., 2014; BASU et al., 2014; CHELLAMBOLI &
PERUMALSAMY, 2014), Chlorella sp. (0,16 d™"), Haematococcus sp. (0,13 d") e
Nannochloropsis sp. (0,13 d”') (ANDRULEVICIUTE et al., 2014).

O teor de lipideos maximo foi verificado quando se cultivou Scenedesmus sp.
em meio BG11-N (27,8 %), seguido pelo TLT em BG11-U (22,9 %), mostrando que
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nitrato foi melhor fonte de nitrogénio que ureia para se acumular mais lipideos
(Figura 5.25). Apesar do meio BBM ter conferido alta produgao em biomassa, nao
permitiu Scenedesmus sp. atingir alto TLT (10,5 %), que foi apenas 50 % do
alcangado com ASM1-0 (19,8 %).

30 H Produtividade em

35 70
lipideos totais
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M Teor de lipideos
20 40
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5 i 10
0 0

ASM1  ASM1-O BG11-N BG11-U
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Produtividade em lipideos totais
(mg L d7)

Meio de cultura

Figura 5.25. Teor de lipideos totais e produtividade em lipideos totais obtidos com Scenedesmus sp.
cultivada por 10 dias em meio ASM1, ASM1-O, BG11-N, BG11-U e BBM, sistema de 1 L sob 400

umol de fétons m?s™? 1Larmin e 23 °C. Os valores s&o a média de trés réplicas *+ desvio padrao.

Na avaliacao de diferentes meios, o presente trabalho atingiu P_t ainda maior
quando se empregou o BG11-N (60,8 mg L d), o qual permitiu duplicar a P.t
obtida com o ASM1-0O.

O cultivo de microalgas em diferentes meios de culturas usualmente
apresenta respostas variadas devido as distintas composigdes, principalmente em
concentragcdes de nitrato e fosfato, dentre outros importantes elementos como o
ferro. Baseando-se neste fato, RUANGSOMBOON (2012) cultivou Botryococcus
braunii em meio Chlorella, sistema de 1 L, 200 uE m? s continuo e 25 °C, variando
separadamente a concentracdo de KNOs (16,5 — 344 mg L™), KH,PO, (25 — 444 mg

L") e FeSO4 (9 — 45 mg L™). Como resultado, obtiveram valor maximo de 1,91 g L
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para biomassa com 444 mg L' de fosfato e mantendo constantes nitrato (1,15 g L")
e ferro (50 mg L) de acordo com o meio original. E o teor de lipideos maximo de
54,7 % foi alcangado utilizando 222 mg L' de fosfato, mantendo constantes as

concentracgdes originais de nitrato e ferro.

Analisando os resultados obtidos com Scenedesmus sp. SCIB-01, cultivada
em BG11-N (1,5 g L' NaNOs, 40 mg L' K,HPO,, 6 mg L™ citrato de ferro) e com B.
braunii, foi obtida com a primeira 15 % de biomassa a mais (2,2 g L") que com a
segunda (1,91 g L™). Porém, com um teor de lipideos em SCIB-01 2 vezes menor
que na microalga cultivada por RUANGSOMBOON (2012) (27,8 e 54,7 %,

respectivamente).

PRAVEENKUMAR et al. (2012) cultivaram Chlorella sp. primeiramente em
meio Chu10 original e, em seguida, a inocularam neste meio sem nitrato, fosfato,
ferro ou sem todos estes nutrientes. Foram obtidos um maximo de 2,41 g L' e
41 % de biomassa e lipideos, respectivamente, na auséncia dos trés nutrientes
(nitrato, fosfato e ferro), porém com uma P.r de 49 mg L d". Em Chu10 sem
nitrato, Chlorella sp. atingiu a maxima P.r de 53,96 mg L' d”, menor que a
maxima de SCIB-01 em BG11-N (60,8 mg L™ d™).

BAKY et al. (2012) cultivaram S. obliquus sob diferentes concentragcdes de
ferro (2,5—-20 mg L") e CO; (0,03 — 3,9 %) separadamente, utilizando meio N-9 em
sistemas de 4 L, 200 uE m? s e 25+3 °C. Em 20 mg L™ de ferro, alcangaram os
seguintes resultados: TLT maximo de 28,1 %, similar ao maximo obtido com SCIB-
01 (27,8 %); maxima densidade celular de 3,0E+07 céls mL" em 14 dias, pouco
maior que a maxima obtida por SCIB-01 em 10 dias (2,4 E+07 céls mL™"); e pouca
produgado de biomassa (1,25 mg L d”), porém com P.1 50 % maior (95,3 mg L™ d™")
que a da SCIB-01 (60,8 mg L™ d™'). Todavia, SCIB-01 apresentou uma maxima Pt
préxima a de S. obliquus cultivada com 12 % de CO; (64,2 mg L™ d”'), mostrando a

eficiéncia do cultivo em BG11-N mesmo sem suplementagao de CO..

CHAICHALERM et al. (2012) cultivaram Scenedesmus actus nos meios
3NBBM e BG11 (0,75e 1,5 g L' nitrato, respectivamente). Em meio BG11, S. actus
alcancou 0,8 g L™, 25 % e 30 mg L d”" de biomassa, TLT e P.r, respectivamente.
No cultivo com 3NBBM, S. actus alcancou 0,4 g L', 25 % e 13 mg L' d" de

biomassa, TLT e P, respectivamente.
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Analisando os resultados de S. actus, esta cresceu melhor em BG11 que em
BBM, ocorrendo o mesmo no crescimento de SCIB-01, sendo que esta produziu 2,8
vezes mais biomassa que aquela. Entretanto, S. actus apresentou o0 mesmo
acumulo de lipideos em ambos meios (25 %), diferentemente do ocorrido com SCIB-
01, que apresentou em BG11-N um TLT (27,8 %) 2,6 vezes maior que em BBM
(10,5 %). Contudo, SCIB-01 atingiu uma produtividade em lipideos 2 vezes maior

que S. actus, quando cultivadas em BG11 (60,8 e 30 mg L™ d!, respectivamente).

Monoraphidium contornum cultivada em BG11 alcangou um teor de lipideos
de 35 % mas com baixa producdo de biomassa (0,3 g L™'), logrando-se uma P_t de
apenas 11 mg L' d”, 6 vezes menor que a da SCIB-01 cultivada em BG11-N
(CHAICHALERM et al., 2012).

LI et al. (2011) cultivaram C. minutissima UTEX2341 em BBM, sistemas de
0,5 L, 200 rpm, 25 °C e 50 umol fétons PAR m? s™ e alcancaram Px e P.r de 30 e
2,61 mg L' d”, respectivamente. Estes valores de Px e Pt obtidos com UTEX2341

foram 6 e 8 vezes menores que Px e Pt obtidos com SCIB-01 quando cultivada em
BBM.

No trabalho reportado por LI et al. (2011) foram avaliadas diferentes fontes de
nitrogénio (nitrato, caseina, sulfato de aménio e ureia) em cultivo fotoheterotrofico,
com adicdo de glicerina. Com uréia, os valores de Px e P_t foram de 98 e 28 mg L™
d”', respectivamente, comparado com Px de 110 mg L' d"e P,y de 19,6 mg L™ d™
obtidos neste trabalho ao se cultivar Scenedesmus sp. em BG11-U, porém
fototroficamente. As maximas Px e Pt de 220 e 34,8 mg L’ d'1, respectivamente,
foram obtidas quando cultivaram C. minutissima com caseina. Apesar da maxima
produtividade em biomassa de UTEX2341 ter sido um pouco maior que a de SCIB-
01 cultivada em BG11-N (210 mg L™ d™"), a Pt desta (60,8 mg L™ d') foi 2 vezes

maior que a daquela.

Em LIN&LIN (2011), Scenedesmus rubescens, cultivada em f/2 e continuo
300 uE m?s™, foi submetida & quatro diferentes tratamentos: (NH4)>COs (Tr-1), ureia
(Tr-2), NaNOs (Tr-3) e mistura de ureia com NaNOs (Tr-4). No Tr-2, a Px (510 mg L™
d™") foi 5 vezes maior que a da SCIB-01 quando tratada com uréia (BG11-U). Mas o
TLT em Tr-2 (18,1 %) foi 20 % menor que o da SCIB-01 em BG11-U (23 %). Ja em

Tr-3, S. rubescens apresentou Px (440 mg L™ d™") 2 vezes maior e TLT 25 % menor
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que Px e TLT de SCIB-01 em BG11-N, respectivamente. Entretanto, foi em Tr-4 que
S. rubescens apresentou a maxima Px (540 mg L™ d"), alcancando nesta condicéo
uma P.r de 69 mg L d”', um pouco maior que a de SCIB-01 em BG11-N (60,8 mg L~
1 4-1
d).

Contudo, dentre os meios avaliados na presente se¢ao, o BG11-N conferiu as
maiores biomassa, Px, TLT e P.r (2,2g L7, 210 mgL" d™, 27,8 % ¢ 60,8 mg L™ d™,
respectivamente) e foi utilizado, por isso, na avaliagdo de diferentes cultivos

realizados com Scenedesmus sp..

5.5. OBTENGAO DE GLICOSE A PARTIR DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA
RESIDUAL DA INDUSTRIA DE CELULOSE VISANDO SUA APLICACAO
NO CULTIVO HETEROTROFICO DE Scenedesmus sp.

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se realizar um estudo sobre a hidrdlise
enzimatica da biomassa lignocelulésica residual da industria de celulose, bem como
avaliar seu potencial como fonte de glicose para ser empregada no cultivo
heterotréfico de Scenedesmus sp.. Para isso, realizou-se uma caracterizagao do
residuo seguida da realizagao de um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), no qual foram avaliados os efeitos da relagao sodlido:liquido (S:L) e da
carga enzimatica sobre a concentragcao de glicose, selecionada como variavel de

resposta.

O resultado da caracterizagdo da biomassa residual apresentou um teor de
80,9 % de celulose, 16,2 % de hemicelulose e 1,7 % de lignina. Verificou-se que o
balango de massas nao totalizou em 100 %, ficando em 98,8 %. Dados citados na
literatura também mostraram fato semelhante para o bagago de cana (91 %), palha
de trigo (95 %), sabugo de milho (95 %) e grama (88,4 %) (PANDEY et al., 2000;
SUN & CHENG, 2002). Possivelmente, o ndo fechamento do balango em 100 %
deve-se aos dominios protéicos existentes na parede celular e as resinas extrativas
e compostos inorganicos, os quais nao foram quantificados (McCANN & ROBERTS,
1991; CARPITA & GILBEAULT, 1993).

O teor de celulose da biomassa residual foi muito acima do comumente

encontrado em bagacgo de cana (GAO et al., 2013), bagaco de sorgo (QUIANG et al.,
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2012), sabugo de milho (ZHANG et al., 2009), palha de trigo (QIU & CHENG, 2012),
fibra de banana (SHENG et al., 2014) e cavacos residuais (SILVA et al., 2011), cujos

valores nao ultrapassaram 55 %.

Desta forma, o teor de celulose (80,9 %) do residuo foi o dobro daquele
registrado para a madeira (40,2 %), enquanto o teor de lignina daquele (1,7 %) foi 16
vezes menor que o desta (26,9 %) (VIVEKANAND et al., 2013). Isso é explicavel
pelo fato da madeira ser processada na producao de celulose (Figura 4.7), a qual
visa reduzir seu conteudo de lignina e hemicelulose e, consequentemente, aumenta

o teor relativo de celulose no residuo coletado neste processo.

Considerando a caracterizagdao do residuo e visando sua aplicagdo em
processos biotecnoldgicos, 0 mesmo se mostrou mais interessante que os residuos
agroindustriais comumente utilizados (por exemplo, bagago de cana). Além disso, o
residuo avaliado no presente trabalho ainda n&o foi utilizado na produgao de
nenhum produto de interesse biotecnoldgico, podendo diversificar a matriz de

materias-primas de diversos processos.

Para o aproveitamento dos mondmeros de glicose deste residuo, fez-se
necessario realizar um estudo de hidrélise enzimatica do mesmo. A Figura 5.26
mostra os perfis cinéticos da hidrolise enzimatica. As concentragdes de agucares

obtidas ao final do tratamento enzimatico podem ser visualizadas na Tabela 5.4.

Os resultados mostraram que as maiores concentragcdes de agucares foram
obtidas nos experimentos com as maiores relagdes S:L. A maior concentragao de
glicose foi de 80,6 g L™ (experimento 1), correspondendo a 53,5 % de eficiéncia de
hidrélise. A maior conversado foi obtida com o experimento 10 (56,9 %), o qual
resultou em apenas 42,6 g L de glicose. Enquanto no experimento 11, atingiu-se
76,9 g L™ de glicose e 42,3 % de conversdo. No 11, a obtencdo de glicose foi
apenas 5 % menor que a alcangada com o experimento 1, porém neste empregou-

se 30 % a mais de carga enzima que naquele.

De uma maneira geral, verificou-se que um aumento no teor de solido
diminuiu a conversao de celulose a glicose, corroborando os dados relatados na
literatura (BERLIN et al., 2006; KHANG et al., 2010; PAN et al., 2005). E fato
conhecido que as enzimas do complexo celulasico sofrem inibicado pelos seus

produtos finais de hidrolise e as menores eficiéncias de hidrolise enzimatica obtidas



CAPITULO 5. Resultados e Discussao 105

em sistemas reacionais com altas relagdes S:L estio relacionadas aos problemas de
transferéncia de massa que dificultam a acéo catalitica das enzimas (SILVA et al.,
2011).
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Figura 5.26. Hidrélise enzimatica da biomassa lignocelulésica residual da industria de celulose,

realizada em frascos de 0,5 L sob 47 °C e a 200 rpm.

A partir da analise do grafico de Pareto (Figura 5.27) para a hidrélise da
biomassa residual, é possivel visualizar que o efeito linear da relagdo S:L foi o unico
que apresentou influéncia estatisticamente significativa. O efeito linear gerado pela
carga enzimatica foi considerado marginalmente significativo, uma vez que seu p-
valor (0,068) estava muito proximo do valor considerado (0,05), e, por isso, esta
variavel nao foi descartada. Os efeitos quadraticos da carga enzimatica e da relagao
S:L ndo foram estatisticamente significativos, mostrando que dentro da faixa

estudada, n&o houve presenca de curvatura.

Através da superficie de resposta (Figura 5.28) gerada pelo modelo a partir
dos resultados, verificou-se que o aumento da relagao S:L e da carga enzimatica, do
nivel inferior (-1) para o superior (+1), conduziram a maiores valores finais da
concentracdo de glicose. Através dessa superficie, foi possivel verificar que a

hidrolise enzimatica nao foi otimizada, uma vez que o ponto maximo da curvatura da
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superficie nao foi alcangado. Isto poderia ter sido obtido se aumentasse o teor de
solidos, porém existe uma restricido operacional causada pelo pequeno volume de
meio reacional em relagdo a quantidade de sélidos, o que dificulta a mistura

mecanica e implica numa transferéncia de massa insuficiente (WU & LEE, 1997).

Tabela 5.4. Concentragbes de agucares obtidas apdés 28 h de hidrélise enzimatica da biomassa

lignocelulésica residual da industria de celulose.

Condigao ART Glicose Celobiose Xilose Eficiéncia
S:L; CE (gL’ (gL’ (gL (@L")  HE(%)
1-1:5;25 FPU g 104,3 80,6 2,8 13,3 53,5
2-1:510FPUg" 84,0 62,6 2,9 9,7 41,5
3-1:10; 25 FPU g 62,2 43,4 0,0 6,2 53,3
4-110;10 FPU g 49,1 39,6 0,0 5,2 48,5
5(PC)-1:7,5;17,5 FPU g 82,5 53,2 1,5 8,1 45,2
6 (PC)-1:7,5;17,5 FPU g 84,0 62,4 2,6 9,6 53,1
7 (PC)-1:7,5;17,5 FPU g 79,5 56,4 2,6 8,8 48,0
8-1.7,57FPUg" 60,4 43,0 1,3 5,5 36,6
9-1:7,5,28 FPU g 83,9 61,5 0,0 9,5 52,4
10-1:11;17,5FPU g 56,0 42,6 1,9 6,0 56,9
11-1:4;17,5FPU g 105,3 76,9 3,0 12,7 42,3

S:L — Relagéao sodlido:liquido; CE — Carga enzimatica; ART — Agucares Redutores Totais; (PC) — Ponto

Central; HE — Hidrélise enzimatica.

Baseando-se nos resultados e em todas as analises estatisticas realizadas,
determinou-se que as melhores condicbes para a maxima obtencdo de glicose,
empregando-se a menor carga enzimatica dentro da faixa estudada, foram a relagcéo
S:L 1:4 (teor de solidos 25 %) e a carga enzimatica de 17,5 FPU g™ de solido. Por
isso, estas condi¢des foram utilizadas na validacdo do melhor resultado de hidrélise

enzimatica, realizada em quatro réplicas.
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Figura 5.27. Gréfico de Pareto para a concentracdo de glicose (g L’1) como variavel de resposta do

DCCR para a hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica residual da industria de celulose.
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Figura 5.28. Superficie de resposta para a concentracdo de glicose (g L’1) como variavel de resposta

do DCCR para a hidrélise enzimatica da biomassa lignoceluldsica residual da industria de celulose.
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Baseado na Figura 5.29, verificou-se que a validagdo dos resultados foi
realizada. Além disso, selecionou-se o tempo de 20 h como o melhor, com o qual foi
alcangada a maxima concentragdo de glicose (79,9+2,8 g L ™). Sendo assim, as
obtencdes de glicose seguintes foram realizadas com relacdo S:L 1:4, carga

enzimatica de 17,5 FPU g™ e 20 h de duragao.
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Figura 5.29. Validagao da melhor condi¢cédo (S:L 1:4 e carga enzimatica 17,5 FPU g'1) da hidrolise
enzimatica da biomassa residual da industria de celulose, realizada em frascos de 0,5 L sob 47 °C e a

200 rpm. Os valores sdo a média de quatro réplicas + desvio padrao.

Por este trabalho apresentar um alto grau de originalidade, uma vez que nao
se encontra na literatura trabalhos que reportem a utilizagdo do residuo do sistema
de decantacdo da industria de celulose, fez-se necessario comparar o potencial

deste residuo com o de outros industriais.

Com o tempo de 12 h de hidrdlise enzimatica, logrou-se uma concentragao de
glicose similar aquela reportada por VASQUEZ et al. (2007), que obtiveram 58,4 g L
' de glicose apds 12 h de hidrdlise enzimatica do bagago de cana pré-tratado,

empregando carga enzimatica muito superior (26 FPU g™).
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Ja SANTOS et al. (2010) alcancaram 76 g L' de glicose apds 12 h de
hidrolise enzimatica do bagaco de cana pré-tratado com NaOH e H,SO4, porém com
uma carga enzimatica 43 % maior (25 FPU g”). Vale ressaltar que se a carga
enzimatica utilizada é menor e ndo se faz necessario realizar pré-tratamentos,

menor sera o custo total do processo.

AGUIAR et al. (2013) hidrolisaram enzimaticamente (23 FPU g™') o bagaco de
cana apos realizar pré-tratamento acido (H3PO,4) combinado com steam explosion

(210 °C e 4 min) e alcancaram 56 g L' de glicose.

ZHANG et al. (2009) realizaram uma hidrélise de 48 h com sabugo de milho,
empregando 8,0 FPU g”' de carga enzimatica e 12,5 % de teor de sdlidos, e
alcangaram uma meédia de 0,205 g de agucares redutores totais para cada grama de
sabugo hidrolisado, duas vezes menor daquela alcangcada com o residuo

processado por 12 h no presente trabalho (0,43 g de ART para cada grama).

Estes resultados mostraram o grande potencial da biomassa residual da
industria de celulose como fonte de glicose quando comparado com as biomassas
utilizadas nos trabalhos apresentados anteriormente. Ressalta-se que o residuo da
industria de celulose nao passou por pré-tratamentos, o que o coloca em uma

posicao econdmica muito favoravel.

Todavia, decidiu-se dar continuidade com a utilizagdo da glicose da biomassa

residual no cultivo heterotréfico da microalga Scenedesmus sp.

5.6. AVALIAGAO DO CULTIVO FOTOTROFICO, MIXOTROFICO E
HETEROTROFICO DA MICROALGA Scenedesmus sp. VISANDO
MAXIMIZAR SUA PRODUGAO DE BIOMASSA E LIPIDEOS

Na avaliagdo da performance de Scenedesmus sp. em diferentes tipos de
cultivo, foram realizados os seguintes: fototréfico; mixotréfico com 10 g L™ de glicose
comercial — G10; heterotrofico com 10 e 20 g L' de glicose comercial — G10 e G20;
e heterotréfico com 10 e 20 g L' de glicose oriunda do hidrolisado enzimatico da

biomassa residual da industria de celulose — R10 e R20.
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Através da Figura 5.30, visualizou-se que Scenedesmus sp. SCIB-01 foi
capaz de crescer sob os trés tipos de cultivos, apresentando respostas bastante
discrepantes entre eles. Em heterotrofia G10, a microalga aumentou a densidade
celular rapidamente, alcancando o maior u, de 1,42 d™!, seguido do u de G20 (1,06 d°
"). As densidades celulares alcangadas em cultivo heterotréfico G10 (4,49E+07 céls
mL™") e G20 (4,36E+07 céls mL™") foram superiores aquelas alcancadas em fototrofia
(2,58E+07 céls mL™), mixotrofia (3,95E+07 céls mL") e heterotrofia R10 (5,05E+06
céls mL™") e R20 (2,90E+06 céls mL™). Ainda que a densidade celular em R10 tenha
sido baixa, a microalga apresentou u (0,46 d') préximo ao obtido em fototrofia (0,45

d") e mixotrofia (0,42 d'). Sendo registrada a menor taxa de crescimento em R20
(0,29 d™).

@ Heterotréfico R10 OHeterotrofico R20 M Heterotrofico G10
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Figura 5.30. Perfis cinéticos de Scenedesmus sp. cultivada em fototrofia, mixotrofia e heterotrofia
com meio BG11-N. G10 e G20 -10e 20 g L™ de glicose comercial. R10 e R20 - 10 e 20 g L™ de

glicose do residuo da industria de celulose. Os valores sdo a média de trés réplicas + desvio padrao.

A microalga apresentou em heterotrofia G10 a maxima producao de biomassa
(5,12 g L) (Figura 5.31). Sendo assim, o cultivo heterotréfico mostrou-se como

melhor alternativa que o cultivo fototréfico para a obtencdo de biomassa, tendo em
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vista que sua Px (1250 mg L™ d™) foi 6 vezes maior. ZHENG et al. (2012) também
verificaram que a producdo de biomassa e a taxa de crescimento de Chlorella
sorokiniana cultivada heterotroficamente foram muito maiores que em fototrofia. O
mesmo foi reportado por RATTANAPOLTEE et al. (2008), que realizaram cultivo
heterotréfico de C. vulgaris em meio contendo 10 g L™ de sacarose e alcancaram a
maxima biomassa em 12 dias, enquanto em fototréfico alcangaram o pico de

biomassa com 36 dias.
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5.0

Biomassa (g L)

Tempo (dia)

Figura 5.31. Produgdo de biomassa de Scenedesmus sp. cultivada em fototrofia, mixotrofia e
heterotrofia com meio BG11-N. G10 e G20-10e 20 g L de glicose comercial. R10 e R20 — 10 e 20
g L de glicose do residuo da industria de celulose. Os valores sdo a média de trés réplicas + desvio

padrao.

O emprego de glicose proveniente de residuo levou em consideracdo seu
custo quase zero, uma vez que 0 mesmo nao € aproveitado na industria de celulose
ou em qualquer outro setor. Com o propdsito de reduzir o custo do cultivo, varios
outros trabalhos empregaram fontes organicas baratas. GAO et al. (2010) utilizaram
hidrolisado enzimatico de sorgo no cultivo de C. protothecoides. XU et al. (2006)

utilizaram hidrolisado de milho para cultivar a mesma alga. E LI et al. (2011)
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cultivaram C. minutissima usando glicerina. Sendo assim, & fato conhecido que o
emprego de residuos contendo carbono organico é importante nao somente por

conferir alta Px mas também por ter um custo baixo (MATA et al., 2010).

A performance de SCIB-01 em heterotrofia com hidrolisado de residuo foi pior
que em heterotrofia com glicose comercial, pois em R10 e R20 produziram-se
apenas 0,47 e 0,39 g L' de biomassa, respectivamente, enquanto em G10 e G20
foram produzidas 5,1 e 3,4 g L, respectivamente. Verificou-se que o uso de
concentracdes maiores de glicose em ambos cultivos levou a obtengdo de menos

biomassa (Figura 5.31).

Entretanto, o emprego do residuo no cultivo heterotrofico conferiu teores de
lipideos maiores (13 % em R10 e 24 % em R20) que o uso de glicose comercial (7,6
% em G10 e 11,8 % em G20). Mas devido a baixa produgdo de biomassa, R10 e
R20 apresentaram P.t 5 vezes menores (15,3 e 23,3 mg L™ d”, respectivamente)
(Figura 5.32).
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Figura 5.32. Teor de lipideos totais e produtividade em lipideos totais obtidos com Scenedesmus sp.
cultivada em fototrofia, mixotrofia e heterotrofia com meio BG11-N. G10 e G20 - 10 e 20 g L™ de
glicose comercial. R10 e R20 — 10 e 20 g L de glicose do residuo da industria de celulose. Os

valores sao a média de trés réplicas + desvio padrao.
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LI et al. (2011) cultivaram Chlorella minutissima em heterotrofia usando
diferentes fontes de carbono (glicose, acido oxalico, amido, sacarose, glicina,
acetate de sodio e glicerina) e alcangou as maiores Px e Pt com glicerina (110 e
17,9 mg L™ d, respectivamente). Utilizando glicose, C. minutissima apresentou Px e
P.t de 80,4 e 10,9 mg L d'1, respectivamente, 16 e 10 vezes menores que as Px e
P.r de SCIB-01 (1250 e 97,5 mg L d”, respectivamente) cultivada também em
glicose. Todavia, apos LI et al. (2011) otimizarem as concentracbes de glicerina
(26,4 g L"), caseina (2,6 g L") e fésforo (0,03 g L"), aumentaram drasticamente Px

e P 7 para 1780 e 286,7 mg L™ d™!, respectivamente.

Em heterotrofia com 5 g L™ de glicose, S. quadricauda cultivada por ZHAO et
al. (2012) apresentou velocidade de crescimento (0,57 d') e biomassa (3,39 g L)
60 % e 35 % menores, respectivamente, que as maximas de SCIB-01 em
heterotrofia (1,41 e 5,12 g L™, respectivamente). S. quadricauda atingiu rendimento
em lipideos de 0,75 g L™ em 8 dias, enquanto o de SCIB-01 foi de 0,37 g L™ em 4

dias.

S. quadricauda também utilizou agua residual de amido contendo 3 g L™ de
glicose em cultivo heterotréfico e esgotou esta fonte de carbono em 2 dias,
promovendo a produgédo de 3,36 g L de biomassa e 27,8 % de lipideos em 3 dias
(ZHAO et al., 2012). SCIB-01 também se mostrou capaz de consumir quase 3 g L
de glicose de residuo (Figura 5.33), apresentando alto TLT (23 %) mas com pouca

producdo de biomassa (0,47 g L™).

Na Figura 5.33, verificou-se que SCIB-01 assimilou mais glicose quando sua
concentracao inicial foi menor e metabolizou mais rapido o carbono orgénico
comercial que o do residuo. Nos cultivos com hidrolisado de residuo, a microalga
demorou pelo menos 12 horas para iniciar sua assimiliacdo. Em mixotrofia, a
estabilizacdo do consumo de glicose demandou mais tempo (7 dias). SCIB-01 nao
esgotou a glicose em nenhum dos cultivos, consumindo até 8 g L' em apenas 4 dias

quando cultivada em heterotréfico G10.

OCTAVIO et al. (2011) reportaram que existe um numero limitado de espécies
de microalgas que podem conduzir metabolismo heterotréfico, devido a auséncia de
enzimas que catalisam e utilizam substratos organicos (HELBUST & LEWIN, 1977).
TAMARYS et al. (2011) reportaram que, dentre as poucas espécies mixotroficas,

encontram-se Spirulina platensis, Chlamydomonas reinhardtii € Chlorella vulgaris.
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Figura 5.33. Consumo de glicose por Scenedesmus sp. durante os cultivos mixotréficos e
heterotréficos com meio BG11-N. G10 e G20-10e 20 g L de glicose comercial. R10 e R20 - 10 e
20 g L' de glicose do residuo da industria de celulose. Os valores sdo a média de trés réplicas +

desvio padrao.

YEH & CHANG (2012) avaliaram a performance de C. vulgaris em cultivo
fototrofico, mixotréfico, fotoheterotrofico e heterotrofico (10 g L' glicose). Com meio
pobre (MBL 0,085 g L' NaNOs), C. vulgaris produziu em heterotrofia 7,7 mg L™ d”’
de lipideos, 13 vezes menor que Scenedesmus sp. alcangou em cultivo heterotréfico
G10 (97,6 mg L™ d™). Enquanto em mixotrofia, C. vulgaris apresentou sua maxima
produtividade em lipideos (143,9 mg L™ d™"), comparavel com a de SCIB-01 em
mixotrofia (138,19 mg L™ d™).

ZHAO et al. (2012) reportaram que S. quadricauda cresceu tanto em
heterotrofia como em mixotrofia, quando alcangou 2,8 g L™ de biomassa e 33,1 % de
TLT, obtendo uma Pt (110 mg L™ d™") 20 % menor que a de SCIB-01 em mixotrofia
(138 mg L' d™).

ANDRULEVICIUTE et al. (2014) avaliaram a performance de microalgas em
cultivo mixotréfico com glicerol e obtiveram Px de 227 mg L' d”" e TLT de 17,8 %

com Chlorella sp., Px de 229 mg L' d" e TLT de 22,3 % com Scenedesmus sp., Px
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de 271 mgL"d”" e TLT de 27,5 % com Haematococcus sp. e Pxde 191 mgL" d" e
TLT de 34,2 % com Nannochloropsis sp..

Todavia, foi em cultivo mixotrofico que o presente trabalho atingiu o maximo
teor de lipideos (34 %), resultando na maxima produtividade lipidica (138,1 mg L™ d"

"), seguida pela do heterotréfico G10 e G20 e fototréfico (Figura 5.32).

DARZINS et al. (2008) avaliaram a via de sintese de acido graxo no
cloroplasto e confirmou que a formagao de malonil-CoA, catalisada pela acetil-CoA
carboxilase a partir de acetil-CoA e CO, € um passo primordial. Quando a microalga
assimila glicose como fonte de carbono, ela esgota a fonte de nitrogénio mais rapido
e, com CO, sob condicbes mixotréficas, a taxa de acumulo de lipideos seria
estimulada. |Isto explica porque culturas mixotréficas resultam maiores
produtividades em lipideos com microalga. Embora o uso de glicose para o
crescimento resulte em maior produtividade lipidica, a conversao de CO, em lipideos
€ mais promissora sob a perspectiva de mitigacdo deste gas (CHISTI, 2007; MATA
et al., 2010). Com isso, em cultivo mixotréfico tém-se tanto vantagem econémica, ao

aumentar a P, quanto ambiental, por contribuir na redugao de CO, atmosférico.

ZHAO et al. (2012) demonstraram que a fixagdo de CO, em mixotrofia reduz
com o aumento da concentragcao de glicose, pois quando esta é alta fornece mais
carbono organico e se torna a fonte de carbono principal da microalga. De acordo
com SFORZA et al. (2012), CO, e glicose sao cruciais para a microalga alcancar a
maxima densidade celular e rendimento em lipideos. Entretanto, o excesso de CO,
poderia bloquear o metabolismo de glicose e resultar na inibigdo do cultivo
mixotrofico. Contudo, inferiu-se que a concentragdo de CO, atmosférico (0,03 %) foi
6tima para a produtividade lipidica de Scenedesmus sp. SCIB-01 cultivada em

condigdes mixotroficas.

5.7. CULTIVO DE Scenedesmus sp. EM GARRAFAO E SUA PROPAGAGCAO
PARA INOCULACAO EM FOTOBIORREATORES

O cultivo em garrafao e sua propagagao foram realizados visando o
escalonamento da producao de biomassa de Scenedesmus sp. em fotobiorreatores
de 1.100 L.
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Na Figura 5.34 pode ser visualizada a cinética do cultivo de garrafao. No final
da fase exponencial obteve-se uma densidade celular de 5,97E+06 céls mL" e com
isso alcangou-se uma produtividade (Px) de 7,88E+05 céls mL™" d'. A velocidade
especifica de crescimento (u) foi de 0,31 d”' na fase exponencial. E o tempo de

duplicacao foi de 2,2 d.
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Figura 5.34. Cultivo de garrafao de Scenedesmus sp. conduzido em sistema de 20 L sob 400 umol

de fotons m?s™, 8 L ar min™ e 23 °C. Os valores s&o a média de trés réplicas + desvio padrao.

A analise de biomassa seca determinou que as réplicas do cultivo em
garrafao iniciaram com 53,4+3,1 mg L' e finalizou com 320,1+23,04 mg L,

conferindo um rendimento médio de biomassa algacea seca de 266,6 mg L.

Na Figura 5.35 pode ser visualizada a diferenga de coloragao da cultura entre
0 seu primeiro dia (verde claro) e o ultimo dia de cultivo (verde escuro), mostrando

claramente o grande aumento da densidade celular em sistema de 20 L.

Considerando que em 6 dias obteve-se a maxima densidade celular, este
tempo foi aplicado para desenvolver os cultivos de garrafao posteriores, cujas
culturas foram inoculadas no cultivo de propagacao apos afericdo da densidade

celular.
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Figura 5.35. Cultivo de garrafao de Scenedesmus sp. com 0 e 8 dias de crescimento sob 400 umol

de fotons m™ s'1, 8 Larmin” e 23°C.

Desta forma, levantou-se o perfil cinético do cultivo de propagacao ilustrado
na Figura 5.36. Este perfil apresenta uma fase de crescimento com duracédo de 11
dias quando se analisa a densidade celular e de 10 dias quando se considera a
biomassa seca. De fato, a andlise de biomassa seca nao detectou o pequeno
aumento do numero de células ocorrido entre os dias 10 e 11, demonstrando que a
analise de densidade celular foi mais minunciosa e realista e que, por isso, conferem
dados mais confiaveis. Desta forma, a analise dos perfis cinéticos baseou-se
primeiramente na densidade celular, utilizando a biomassa seca como uma analise
secundaria para a delimitacao das fases de crescimento e determinacéo do tempo

ideal de cultivo.

A densidade celular estabilizou-se em 5,46E+06 céls mL™ (u 0,27 d) e a
maxima biomassa alcangada foi 268 mg L d”', obtendo-se Px de 22 mg L™ d™.
Analisando os resultados obtidos, ao selecionar o dia 8 como o melhor tempo, ao
invés do dia 11, reduziria a densidade celular em 16 % mas diminuiria a duracédo do
processo em 30 % (3 dias). Além disso, os cultivos de propagacéo, ao serem
coletados em plena fase exponencial, constituiriam um inéculo de melhor qualidade

para as producdes de biomassa em fotobiorreatores.

A Figura 5.37 apresenta imagens do cultivo de propagacéo, percebendo-se

visualmenteo o aumento da densidade celular a partir do dia 3.
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Figura 5.36. Cultivo de propagacdo de Scenedesmus sp. conduzido em sistema de 20 L sob 400

umol de fétons m?s™?, 9L armin e 23 °C. Os valores s&o a média de trés réplicas * desvio padrao.

Figura 5.37. Imagens do cultivo de propagacédo de Scenedesmus sp. nos dias 0, 2, 3, 7, 10 e 14.
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5.8. PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM FOTOBIORREATORES DE 1.100 L

Para realizar as producdes de microalga em fotobiorreatores de 1.100 L,
primeiramente obtiveram-se os indculos através da repeticdo de toda sequéncia de
escalonamento (Figura 4.7): cultivo de ativagao, indculo, cultivo de garrafao e
cultivos de propagacédo, crescidos até atingir a densidade celular desejavel de

acordo com os resultados obtidos até esta etapa da pesquisa.

Os resultados alcancados nas producdes de microalgas realizadas nos
fotobiorreatores, conduzidas em bateladas simples, alimentada e semicontinua,

encontram-se nas seguintes secgoes.

5.8.1. PRODUCAO DE Scenedesmus sp. EM BATELADA SIMPLES

A Figura 5.38 apresenta o perfil cinético da batelada simples. Nesta batelada,
o inicio foi marcado por um intenso crescimento das microalgas, indicando a rapida
adaptagcdo do indéculo a nova e tdo distinta condicdo de cultivo. A fase de
crescimento constituiu um pequeno intervalo de 4 dias, quando a densidade celular
comecga a se estabilizar precedendo a fase estacionaria. Os valores de biomassa
seca e turbidez também acompanham o aumento da densidade de células,
confirmando em outras unidades o rapido crescimento de Scenedesmus sp. em

fotobiorreatores e demonstrando a eficiéncia do novo sistema de cultivo empregado.

No final da fase de crescimento, foram alcancadas 1,12E+07 céls mL" e 675

mg L™ de biomassa seca, obtendo Px de 94,5 mg L™ d™! no final do processo.

A turbidez do cultivo iniciou em 2,4 NTU, aumentou até o quinto dia (486

NTU) e depois se manteve estabilizado até o sétimo e ultimo dia.

Nos primeiros quatro dias, a microalga cresceu muito rapido e sua populacao
foi duplicada em aproximadamente 5 vezes, alcangando na fase exponencial u de
0,75d™" e Td de 0,96 dia.
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Figura 5.38. Producao de Scenedesmus sp. em batelada simples em fotobiorreatores de 1.100 L sob
radiagéo solar, 10 L ar min™, temperatura maxima de 30 °C e pH 8,0. Os valores s&o a média de trés

réplicas + desvio padrao.

As analises de determinacado de lipideos totais mostraram que no final do
cultivo foi alcangcado um teor de 14,2310,51 %. Considerando a biomassa seca
maxima obtida (675 mg L"), obtiveram-se 96,2 mg de lipideos por litro de cultivo.
Assim, o rendimento total da batelada simples foi de 1.100 L de cultura algacea,

contendo 1,20E+13 células, 721,7 g de microalga seca e 106 g de lipideos totais.

Na Figura 5.39 podem ser visualizadas imagens do cultivo em diferentes dias,
verificando o aumento rapido da intensidade da cor verde que esta relacionada ao

aumento da populagao algacea durante a batelada simples.
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Figura 5.39. Imagens da produgao de Scenedesmus sp. em batelada simples com diferentes dias.

5.8.2. PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM BATELADA ALIMENTADA

Na Figura 5.40 esta o perfil cinético da batelada alimentada realizada em
fotobiorreatores, que foi dividida em dois estagios sequenciais por meio de uma

alimentagao com todos os nutrientes do meio ASM1 concentrados para 1.100 L.

No primeiro estagio, a fase de crescimento termina apos 5 dias de acordo

com a densidade de células, enquanto a biomassa seca e turbidez continuam
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aumentando. Apds a alimentagdo com 6 dias de cultivo, a densidade celular voltou a
aumentar, assim como a biomassa e a turbidez. Entretanto, o aumento da biomassa

no segundo estagio foi menor que o obtido no primeiro estagio.
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Figura 5.40. Produgao de Scenedesmus sp. em batelada alimentada em fotobiorreatores de 1.100 L
sob radiagao solar, 10 L ar min’™, temperatura maxima de 30 °C e pH 8,0. Os valores sdo a média de

trés réplicas * desvio padrao.

No final do sexto dia, foram obtidas 1,21E+07 céls mL™"' e 516 mg L de
biomassa, correspondendo a uma produtividade de 82,6 mg L™ d” no primeiro
estagio. A produtividade em biomassa no segundo estagio caiu para 50,9 mg L™ d™".
No final de todo o processo, 12 dias, foram alcangadas 2,07E+07 céls mL" e 821 mg
L™ de biomassa (Px 66,8 mg L™ d™).

No primeiro estagio verificou um u (0,75 d™') 6 vezes maior que o do segundo
estagio (0,12 d™'), confirmando que a alimentagdo com nutrientes ndo manteve a alta

velocidade de crescimento da microalga.

No final da batelada, foi alcangado um teor de 12,94+0,50 % de lipideos

totais. O total do rendimento da batelada alimentada com dois estagios foi de 1.100
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L de cultura algacea, contendo 2,28E+13 células, 903,1 g de alga seca e 116 g de

lipideos totais.

Na Figura 5.41, encontram-se imagens do cultivo da microalga Scenedesmus
sp. conduzido em fotobiorreatores de 1.100 L em batelada alimentada.

Figura 5.41. Imagens da producédo de Scenedesmus sp. em batelada alimentada.
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5.8.3. PRODUGAO DE Scenedesmus sp. EM BATELADA SEMICONTINUA

A Figura 5.42 apresenta o perfil cinético da batelada semicontinua realizada
em fotobiorreatores de 1.100 L. Esta batelada foi realizada em dois estagios
sequenciais, finalizando o primeiro com a coleta de 85 % da cultura e iniciando o

segundo com os 15 % restantes.
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Figura 5.42. Produgao de Scenedesmus sp. em batelada semicontinua em fotobiorreatores de 1.100

L sob radiagéo solar, 10 L ar min™, temperatura maxima de 30 °C e pH 8,0. Os valores sdo a média

de trés réplicas + desvio padrao.

No inicio do primeiro estagio, ocorreu um rapido crescimento das microalgas
e a fase de crescimento durou quatro dias, quando a densidade celular comecou a
se estabilizar. Os valores de biomassa seca e turbidez acompanharam o aumento

da densidade celular nos primeiros quatro dias.

Alcancaram-se no final do primeiro estagio 1,21E+07 céls mL™, 715,7 mg L™

de biomassa (Px 102,14 mg L' d™') e 540 NTU. No segundo estagio, alcancaram-se
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1,15E+07 céls mL" e 742 mg de massa seca L' no final do crescimento (dia 14),

quando se alcangou as maximas turbidez (620 NTU) e Px de 106,14 mg L™ d™".

A velocidade de crescimento no primeiro estagio foi 0,78 d”', enquanto no
segundo foi 0,66 d”', correspondendo a tempos de duplicagdo de 0,90 e 1,05 dia,

respectivamente.

As analises de determinacao de lipideos totais mostraram que no final do
primeiro e segundo estagios foram alcangados teores de 15,04+0,42 e 17,07+0,36
%, respectivamente. No primeiro estagio, ao considerar a biomassa maxima obtida
(715 mg L") e o volume coletado (950 L), produziram-se 102,2 g de lipideos totais. E
no segundo estagio, com 742 mg L' de biomassa e 1.100 L de cultura coletados,

produziram-se 139,3 g de lipideos.

O total do rendimento da batelada semicontinua com dois estagios foi de
2.050 L de cultura algacea, contendo 2,33E+13 células, 1.496 g de alga seca e
241,5 g de lipideos totais.

Na Figura 5.43, encontram-se imagens do cultivo em batelada semicontinua.

Figura 5.43. Imagens da producgao de Scenedesmus sp. em batelada semicontinua.
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Ao comparar os rendimentos e as produtividades médias em biomassa seca
(Px) e em lipideos totais (P.t) alcangados nas bateladas simples, semicontinua e
alimentada (Tabela 5.5), verificou-se que a forma de condugdo menos eficiente foi a

alimentada.

Tabela 5.5. Rendimentos médios em volume de cultura, nimero de células, biomassa seca e lipideos
totais e produtividades médias em biomassa seca (Px) e lipideos totais (P.t) alcangados nas

bateladas simples, alimentada e semicontinua conduzidas em fotobiorreatores de 1.100 L.

Forma de Tempo Volume N° de Biomassa Lipideos Px Pt
condugao (dia) (L) células seca (g) totais (g) (g9 d'1) (9 d'1)
Batelada 7 1100 120E+13 7217 1060 1031 151

simples

Batelada 12 1100  228E+13 9031 1160 753 97
alimentada

Batelada 14 2050  2,33E+13 14960 2415 1069 173

semicontinua

Os rendimentos da semicontinua foram melhores que os da simples.
Entretanto, as produtividades em biomassa seca e em lipideos totais destas duas
bateladas foram muito similares. Desta forma, poderia optar por produzir microalgas
em bateladas simples repetidas ou em semicontinua com varios estagios. Todavia, o
indculo da batelada simples é obtido através dos cultivos sequencias em escala
laboratorial, assim como o inéculo do primeiro estagio da semicontinua. Ja o inoéculo
do segundo estagio da semicontinua € produzido a partir do primeiro estagio, sendo

desnecessaria a produgao de um novo inéculo em escala laboratorial.

Contudo, as bateladas simples repetidas demandariam muito mais tempo,
materiais e mao-de-obra para produzir o indculo. Baseando-se nisto, concluiu-se que
a batelada semicontinua confere um custo beneficio muito maior que a simples e por
isso foi selecionada como a melhor forma de conducgado dentre aquelas estudadas

nesta presente pesquisa.

Desta forma, a fim de validar os melhores resultados atingidos, realizou-se

duas bateladas semicontinua. A Figura 5.44 apresenta o perfil cinético da validacao,
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que se mostrou muito similar aquele construido na primeira batelada semicontinua
(Figura 5.42).

o . | o .-
1 2E+07 1° Estagio " 2° Estagio 800

o 700

£ 1.0E+07

3 @ ¥ 600 —

L R

. 8.0E+06 500 o |:_)

S E Z

S 6.0E+06 400 & N

o o 3

3 300 8 5

s 4.0E+06 £ =

© o =

2 200 2 F

c

8 2.0E+06 100
0.0E+00 0

012345678 91011121314
Tempo (dia)

Figura 5.44. Perfil cinético da produgédo de Scenedesmus sp. na validagao da batelada semicontinua
em fotobiorreatores de 1.100 L sob radiagao solar, 10 L ar min’™, temperatura maxima de 30 °C e pH

8,0. Os valores sao a média de duas réplicas + desvio padrao.

O total do rendimento na validacdo da batelada semicontinua com dois
estagios foi de 2.050 L de cultura algacea, contendo 2,45E+13 células, 1.474 g de
alga seca e 252,6 g de lipideos totais. As produtividades em biomassa seca foi de
105,3 g d”' e em lipideos totais foi de 18,4 g d™'. Comparando as produtividades da
batelada semicontinua com as de sua validagdo (Tabela 5.5), houve uma

discrepancia de 6,3 %.

Tais resultados mostraram claramente que a produgdo em batelada
semicontinua foi validada, corroborando a reprodutibilidade do processo em

fotobiorreatores de 1.100 L.

FENG et al. (2011°) cultivaram Chlorella zofingiensis em fotobiorreator de 60 L
(90 cm de largura, 17 cm de espessura e 40 cm de altura) utilizando meio BG11 e

em batelada semincontinua. A maior produtividade em biomassa alcangada com C.
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zofigiensis foi 58,4 mg L d”, cerca de duas vezes menor que a obtida com
Scenedesmus sp. SCIB-01 (106,14 mg L™ d™') cultivada em fotobiorreator de 1.100 L
(120 cm de largura, 11 cm de espessura e 80 cm de altura) em batelada
semicontinua. Porém, SCIB-01 apresentou u (0,78 d') e produtividade em lipideos
(18,1 mg L' d”") pouco menores que as maximas obtidas com C. zofigiensis, 0,99 d’

e 23 mg L d”, respectivamente.

A Px de SCIB-01 alcangada no presente trabalho foi muito maior que a de C.
vulgaris (40 mg L™ d™) e C. emersonii (41 mg L™ d”) cultivada em fotobiorreator
tubular de 230 L por SCRAGG et al. (2002).

Entretanto, a Px de Spirulina platensis (4300 mg L' d™) cultivada por HU et al.
(1996) foi muito superior que a de SCIB-01. A alta Px de S. platensis foi obtida em
fotobiorreator com apenas 2,6 cm de espessura, 4,2 vezes menor que a espessura
do fotobiorreator utilizado no presente trabalho (11 cm), a qual poderia reduzir
significativamente a penetragdo de luz na cultura e, consequentemente, reduziria a
viabilidade de luz dentro do sistema de cultivo. De acordo com RICHMOND et al.
(2003) e ERIKSEN (2008), fotobiorreatores com maior espessura conferem uma

eficiéncia fotossintética muito menor.

RICHMOND et al. (2003) conseguiram dobrar a eficiéncia fotossintética de
Nannochloropsis sp. quando reduziram a espessura do fotobiorreator de 9 cm para 1

cm, aumentando a biomassa de 3,9 para 43,5 g L.

ERIKSEN (2008) sugeriu que curtas trajetérias de luz podem manter o minimo
de zonas escuras, especialmente se utilizar altas densidades celulares. Com isto,
pode-se inferir que a produtividade de SCIB-01 poderia aumentar significativamente
se a trajetdria da luz nos fotobiorreatores fosse menor que 11 cm. Além disso, a
contaminacgao por bactérias, fungos e outras algas em fotobiorreatores semiabertos
pode afetar negativamente o crescimento da microalga, conferindo baixas Px (SING
et al., 2010).

Segundo HUERLIMANN et al. (2010) uma producao de microalgas que atinja
500 mg de biomassa seca L contento em média 15 % de lipideos atenderia a
producao de microalgas para a produgao de biodiesel. Sendo assim, os resultados
alcangados em ambas formas de condugao mostraram que o presente trabalho

oferece uma alternativa de produgao de biomassa algacea muito promissora.
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5.9. PRODUGAO DE BIODIESEL A PARTIR DA MICROALGA CULTIVADA EM
FOTOBIORREATORES DE 1.100 L

A biomassa proveniente da validacao do cultivo em batelada semicontinua foi
submetida a extragcdo de 6leo de acordo com a metodologia do item 4.16.6,
avaliando-se diferentes molaridades de HCI (3, 5 e 8 mol L™). Foram alcangados
teores de 6leo de 9,48+1,17, 9,41+0,87 e 10,41+0,47 com 3, 5 e 8 mol L' de HCI,
respectivamente. Desta forma, o 6leo microalgaceo foi extraido com HCl a 3 mol L
e utilizado na producao de biodiesel por transesterificacdo. A Figura 5.45 apresenta

imagens do processo de extracéo de éleo com HCla 3 mol L™,

Figura 5.45. Imagens do processo de extragdo de oOleo de Scenedesmus sp. (A) - Biomassa e
solventes; (B) - Fase etérea contendo 6leo (inferior), biomassa (intermediaria) e mistura etanol - acido

- agua (superior) apos centrifugacéao; (C) - Fase etérea contendo 6leo; (D) - 6leo seco.

A mesma biomassa empregada no processo de transesterificagdo também foi
utiizada para a producdo de biodiesel por hidroesterificacdo e saponificagao/

esterificagao.

O produto final de cada reagao foi submetido as analises cromatograficas, a
qual determinou uma percentagem de ésteres metilicos totais de 99,27 %, 92,54 % e
94,34 % apbs transesterificacado, hidroesterificacdo e saponificagao/esterificagao,
respectivamente. As percentagens de ésteres alcangcadas foram maiores que
aquelas encontradas por VELJKOVIC & LAKICEVIC (2006) e CHEN et al. (2012),
que alcangaram uma conversao de lipideos microalgaceos em ésteres metilicos de

91,7 € 91-92,2 %, respectivamente.
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A Tabela 5.6 apresenta a composi¢ao de FAME obtida em cada produgéo de
biodiesel realizada. Segundo os resultados, a microalga estudada apresentou a
seguinte distribuicdo de acidos graxos: teor de SAFA (acidos graxos saturados) >
MUFA (acidos graxos monoinsaturados) > PUFA (acidos graxos poliinsaturados).
Dentre os PUFA’s, destacaram-se 18:2 (linoleico) e 18:3 (linolénico). Em relagao aos
SAFA’s, o 16:0 (palmitico) se destacou. Quanto aos MUFA’s, 18:1 (oleico) se

mostrou majoritario.

Tabela 5.6. Composicdo de FAME (%) de Scenedesmus sp. produzido por transesterificagao,

hidroesterificagao e saponificagdo seguida de esterificagao.

Transesterificagao Hidroesterificagao Saponificagao
FAME

(%) (%) (%)
Caproéico 6:0 SAFA - - 13,55
L4urico 12:0 SAFA - - 0,15
Miristico 14:0 SAFA 5,33 0,36 1,70
Palmitico 16:0 SAFA 42,12 49,59 45,07
Palmitoléico 16:1  MUFA 4,18 0,82 4,31
Estearico 18:0 SAFA 1,50 1,52 -
Oleico 18:1 MUFA 25,45 22,73 25,25
Linoleico 18:2 PUFA 7,26 7,90 3,75
Linolénico 18:3 PUFA 6,10 4,00 3,52
Araquidico 20:0 SAFA 6,04 11,61 0,13
Eicosandico 20:3 PUFA - - 1,32
Eicosapentandico 20:5 PUFA - - 0,98
Behenico 22:0 SAFA 0,41 0,28 0,27
Lignocérico 24:0 SAFA 1,61 1,19 -

Em todos os perfis de acidos graxos de Scenedesmus sp., os acidos palmitico
(16:0) e oleico (18:1) foram os principais obtidos (Table 5.6). Com isso, os perfis
foram dominados pelos SAFA e MUFA, constituindo 86,64 %, 88,08 % e 90,43 % do
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biodiesel obtido por transesterificagcdo, hidroesterificacdo e saponificagao/
esterificacao, respectivamente. Enquanto os poliinsaturados constituiram menos que

14 % em ambos biodieseis.

Esses resultados foram compativeis aos encontrados em trabalhos anteriores,
onde os acidos palmitico e oleicos foram determinados como predominantes na

maioria das espécies de microalgas cultivadas em agua doce (COLLA et al., 2004).

MAKULLA et al. (2000) apresentaram concentragdes de acido palmitico (16:0)

entre 35,86 e 43,06 % na microalga Scenedesmus obliquus.

A principal composi¢céo de acidos graxos de S. obliquus cultivada com 2,5 %
de CO; por HO et al. (2012) foram C16 e C18 (76 — 84 % do total).

YOO et al. (2010) também obtiveram concentracbes majoritarias de 16:0
quando estudaram o perfil lipidico das microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus

sp. e Botryococcus braunni.

YEH & CHANG (2012) reportaram que o teor de C16 e C18 em S. rubescens
na fase estacionaria foi de 62 % (do total de FAME), menor que aqueles obtidos

neste trabalho, com similar predominancia dos acidos graxos 16:0 e 18:1.

PRAVEENKUMAR et al. (2012) reportaram que o maior teor de C16 e C18
em Chlorella sp. foi 64,1 % mas o teor de C16 foi apenas 1,1 % do total de FAME e

MUFA mais SAFA representaram menos que 76 %.

O trabalho de ANDRULEVICIUTE et al. (2014) apresentou teores muito altos
de C16 e C18 em Chlorella sp., Scenedesmus sp., Haematococcus sp., €

Nannochloropsis sp., 97,5 %, 95 %, 89,5% e 83 %, respectivamente.

A composicdao do perfil de FAME confere caracteristicas importantes ao
biodiesel. Por exemplo, a presenga de acidos graxos poliinsaturados confere maior
propensao a oxidagao, que pode afetar a lubricidade do biocombustivel. Sendo
essencial que o biodiesel tenha altos niveis de acidos graxos saturados e
monoinsaturados com baixo nivel de poliinsaturados (PRAVEENKUMAR et al.,
2012).

Contudo, ficou evidente que o perfil de FAME obtido com Scenedesmus sp.
SCIB-01 neste trabalho apresentou potencial por estar de acordo com as

propriedades desejaveis do biodiesel.
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Na Figura 5.46 encontram-se imagens de algumas etapas da produgao de

biodiesel por saponificagao/esterificacao.

Figura 5.46. Producdo de biodiesel de Scene.dles-mijs ép. pr aponificagéo/esterificagéo. (A) —
Biomassa umida antes da saponificagdo; (B) — Biomassa saponificada; (C) — Fase saponificavel
(inferior) separada da insaponificavel (superior) por centrifugagdo; (D) — Biomassa residual da
saponificacdo; (E) — Produto da acidulagdo do sabao; (F) — Acidos graxos; (G) — Esterificacdo dos

acidos graxos; (H) — Biodiesel de Scenedesmus sp.

Na Tabela 5.7 encontram-se outras caracteristicas determinadas para o
biodiesel obtido por saponificacdo/esterificagdo de SCIB-01, as quais foram

comparaveis, em sua maioria, com aquelas determinadas para o biodiesel B100.
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Tabela 5.7. Caracteristicas do biodiesel de Scenedesmus sp. produzido por saponificagdo/

esterificagao.

i . Especificagao Biodiesel
Caracteristicas Método Biodiesel B-100 SCIB-01
A Limpido e isento de  Limpido e isento
specto - . .
impurezas de impurezas
. o 2 ASTM-D 1298 _
Densidade a 20 °C, kg/m EN 3675 850 - 900 896,07
Viscosidade Cinematica a 40 °C, ASTM-D 445
mm?’/s EN 3104 3,0-6,0 5,88
Teor de éster, % m/m EN 14103 96,5 94,34
o : ASTM-D 664 .
Indice de acidez, mg KOH/g NBR 14448 0,5 max. 1,75
ASTM-D 6584
Glicerol livre, % m/m EN 14105 0,02 max. 0,0068
EN 14106
: ASTM-D 6584 .
0,
Glicerol total, % m/m EN 14105 0,25 max. 0,026
. ASTM-D 6584 .
0,
Monoacilglicerol, % m/m EN 14105 0,8 max. 0,075
L ASTM-D 6584 .
0,
Diacilglicerol, % m/m EN 14105 0,2 max. 0,0003
o ASTM-D 6584 .
o,
Triacilglicerol, % m/m EN 14105 0,2 max. 0,0
Estabilidade oxidativa a 110 °C, h EN 14112 6 h 3,33

Dentre as caracteristicas analisadas, o teor de éster (94,3 %) ficou um pouco
abaixo do valor requerido (96,5 %). Enquanto a estabilidade oxidativa (3,33 h) ficou
muito abaixa da requerida (6 h). Estes resultados foram similares aos obtidos por
CHEN et al. (2012), cujo biodiesel produzido a partir de Scenedesmus sp. e
Nannochloropsis sp. também apresentaram teores de éster (91 e 92,2 %,
respectivamente) e estabilidades oxidativa (5,4 e 1,93 h, respectivamente) fora das
normas. Sabe-se que a caracteristica molecular dos acidos graxos, como o
comprimento da cadeia de carbono e o grau de instauragao, afetam fortemente a
estabilidade oxidativa do biodiesel (CHEN et al., 2012).

O teor de ésteres obtido apds a transesterificagdo (99,27 %) ficou acima
daqueles obtidos apds hidroesterificacdo (92,54 %) e saponificagao/esterificagao
(94,34 %). No que concerne ao teor de éster, a transesterificagdo mostrou-se melhor
que os outros processos realizados no presente trabalho.

Vale ressaltar que a hidroesterificacdo e saponificagcao/esterificacdo

apresentam muitas vantagens quando comparadas com a transesterificagdo, como:
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podem empregar matérias-primas com qualquer teor de acidez e umidade; nestas
obtém-se uma glicerina mais pura que a da advinda da transesterificacdo, pois na
esterificacdo ndao ha formacéao de glicerol; seus biodieseis sao gerados com elevada
pureza, sem necessidade de etapas de lavagem que geram efluentes e elevado
consumo de compostos quimicos; e a agua, subproduto, pode ser reutilizada no
processo de hidrélise ou saponificacdo (ARCEO, 2012; SANCHEZ et al., 2011).

E fato conhecido que o custo do biodiesel produzido a partir de biomassa
umida reduz consideravelmente em comparagdo com o daquele advindo de
biomassa seca. BOER et al. (2012) reportaram que na producao de biodiesel via
transesterificagéo direta de biomassa seca, 50 % da energia total foi consumida na
etapa de secagem da microalga. Com isso, infere-se a grande vantagem das
produgdes de biodiesel do presente trabalho, ambas realizadas com microalga
umida.

O processo de saponificagao ainda permitiu a separacao de outras fragdes da
microalga, além dos lipideos, como a biomassa residual e a fragdo insaponifcavel.
Segundo HALIM et al. (2012), a biomassa residual da saponificagdo contém
proteinas e carboidratos que podem ser aplicados no consumo humano e na
producdo de bioetanol, respectivamente. A biomassa residual também pode ser
submetida a digestdo anaerdbica para a producdo de metano (CHISTI, 2007).
Enquanto a fragao insaponifcavel contém carotendides de alto valor agregado, como
a astaxantina, que apresenta alta atividade antioxidante (DONG et al., 2014). Fica
evidente as possibilidades de aproveitamento de todas as fragdes da microalga
dentro do contexto de biorrefinaria, a fim de valorar a biomassa microalgacea.

Desta forma, a producdo de biodiesel por saponificacdo/esterificagao
mostrou-se bastante interessante mas suas condigdes (por exemplo, quantidade de
reagentes, temperatura, pressao e agitacao) devem ser otimizadas para conferir um

biodiesel de melhor qualidade e residuos com maximo potencial de aproveitamento.

5.10. CONSIDERAGOES FINAIS

Na Tabela 5.8 pode ser visualizada de maneira sumarizada a evolugado do
presente trabalho, relatando as produg¢des de biomassa e lipideos obtidas com

Scenedesmus sp. SCIB-01 nas etapas de estudo do cultivo.
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Ficou claro que ao Ilongo da pesquisa foi possivel aumentar
consideravelmente as produtividades em lipideos. Desta forma, mensurou-se um
aumento de 55 % na Pt quando se empregou o meio ASM1-O (otimizado), ao
invés do ASM1 (original). A P.r foi duplicada quando substituiu o ASM1-O por
BG11-N. E na avaliagao de diferentes tipos de cultivo, a P.r em mixotrofia foi
aumentada em, aproximadamente, 240 % em relacdo a fototrofia. Contudo,
verificou-se ao longo do trabalho um aumento da P.r de 860 % no cultivo
mixotréfico com BG11-N (138,1 mg L™ d™), tendo como referéncia o primeiro cultivo
fototrofico com ASM1 (16 mg L™ d™).

Tabela 5.8. Resultados obtidos em cada etapa do cultivo de Scenedesmus sp. no presente trabalho.

Biomassa Px TLT P.r
Etapa Condicoes 4 4 4
(gL?) (mgL'd’) (%) (mgL"d”)
ASMA1 1,15 105 13,4 16,0
Avaliagédo de meios de ASM1-O 1,24 114 19,8 24,6
cultura BG11-N 2,20 210 27,8 60,8
(sistema de 1L) BG11-U 1,20 110 22,9 27,6
BBM 1,86 178 10,5 19,6
Fototréfico 2,25 218 25,3 55,2
Heterotrofico G10 512 1.250 7,6 97,5
A"a"agiﬁlﬂ\%'p“ 4 Heterotréfico G20 3,40 863 118 1013
(sistema de 1 L) Heterotrofico R10 0,47 118 13,0 15,3
Heterotrofico R20 0,39 98 24,0 23,3
Mixotrofico 4.0 400 34,0 138,1
Avaliagéo de diferentes Simples 0,68 94,5 14,2 13,4
bateladas Alimentada 0,82 66,8 12,9 8,6
(sistema de 1.100 L) Semicontinua 0,74 106, 1 17,1 18,1

Px — produtividade em biomassa; P, — produtividade em lipideos totais; TLT — teor de lipideos totais;
ASM1-O — ASM1 com concentragbes de nitrato, fosfato e vitaminas otimizadas no presente trabalho
para a produgao de biomassa e lipideos; BG11-N e BG11-U — meio BG11 com nitrato e ureia,
respectivamente; Heterotréfico G10 e G20 —com 10e 20 g L' de glicose comercial, respectivamente;
Heterotrofico R10 e R20 — com 10 e 20 g L' de glicose proveniente do residuo lignocelulésico da

industria de celulose, respectivamente.
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Embora o cultivo heterotréfico com hidrolisado de residuo lignoceluldsico da
industria de celulose nao tenha conferido a maxima produtividade lipidica, é
importante destacar a necessidade de translocar esta biomassa residual de sua
posicao de residuo para a de matéria-prima, principalmente mediante a magnitude

de sua geragao.

Estima-se que para cada 100 toneladas de celulose produzida, 48 toneladas
de residuos sejam geradas (PEDRAZI, 2005). Considerando que a produgao de
celulose em 2013 foi 15,1 milhdes de toneladas (BRACELPA, 2014), foram geradas
neste ano cerca de 8 milhdes de toneladas de residuos, sendo 20 % destes
constituidos por residuo lignocelulésico do sistema de decantacdo (ARACRUZ,
2010), aquele empregado no presente trabalho. Sendo assim, faz-se necessario um
estudo mais aprofundado sobre o emprego deste residuo no cultivo de microalgas
visando ndao somente aumentar sua produtividade lipidica mas também um

crescimento econdmico sustentavel baseado em fontes renovaveis.

Ao comparar o cultivo fototréfico realizada em fotobiorreatores de escala
piloto (1.100 L), em batelada semicontinua, com o cultivo fototrofico conduzido em
sistema de 1 L empregando ASM1, verificou-se a obtengao de Px e P_r similares.
Podendo-se inferir, com isso, que o escalonamento se mostrou eficiente. Entretanto,
baseando-se nos resultados obtidos, julga-se necessario o estudo de outras
condigdes, como diferentes meios de cultura e tipos de cultivo, visando a obtengao

de maiores Px e P_.t também em escala piloto.

Através da Tabela 5.9 é possivel comparar os melhores resultados do
presente trabalho obtidos nos cultivos fototréfico, heterotréfico e mixotrofico com
aqueles reportados por outros trabalhos que realizaram cultivos de microalgas

visando a produc¢ao de biodiesel.

A performance de Scenedesmus sp. SCIB-01 na producdo de biomassa e
lipideos foi melhor que a de muitas outras estirpes de microalgas. Entretanto, nao
foi tdo boa quanto a de S. quadricauda, cultivada heterotroficamente com agua
residual por ZHAO et al. (2012), e a de Chlorella minutissima, cultivada por LI et al.
(2011) em condicbes fotoheterotroficas com concentragdes de glicerina, caseina e

fosforo otimizadas.
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Tabela 5.9. Comparagdo dos melhores resultados do presente trabalho obtidos nos cultivos

fototréfico, heterotréfico e mixotréfico de Scenedesmus sp. com aqueles reportados por outros

trabalhos que realizaram cultivos de microalgas visando a produgao de biodiesel.

Px TLT P.r
Referéncia Microalga Tipo de cultivo " 40 41
(gL’) (mgL'd’) (%) (mgL'd’)
Scenedesmus s Fototréfico 2,25 218 25,3 55,2
Presente trabalho SCIB-01 p- Heterotréfico® 5,12 1.250 7,6 97,5
Mixotrofico 4,0 400 34,0 138,1
BASU et al. (2014) Scenedesmus sp. Fototrofico - 139,4 - -
Scenedesmus sp - 229 22,3 51,1
ANDRULEVICIUTE Haematococcus Mixotréfico - 271 27,5 74,5
et al. (2014) Chlorella sp. - 227 17,8 40,4
Nannochloropsis sp. - 191 34,2 65,32
TANG et al. (2014) ggﬁ(’y’jﬁfsmus Fototréfico 1,03 81 ; ]
CHELLAMBOLI & Scenedesmus
PERUMALSAMY Fototrofico - 39,1 26,3 10,3
abundans
(2014)
BAKY et al. (2012) ggﬁgjﬁ:smus Fototréfico 125 339 281 953
Scenedesmus actus 0,8 44 25 11
gtHa'?Ié%':‘lz‘;E RM Monoraphidium Fototrofico
’ contornum 0,3 85,7 35 30
Fototréfico X - - 28,1 140
Scenedesmus Heterotrofico 3,39 - - 93,8
ZHAO etal. (2012) . - dricauda Heterotréfico®  3.36  1.100  27.8 311
Mixotrofico 2,8 - 33,1 110
HO et al. (2012) ggﬁ(’y’jﬁfsmus Fototréfico 134 ; . 212-45
LIN & LIN (2011) rsu‘;)eenseccéissmus Fototréfico ; 540 12,7 69
XIN et al. (2010) Scenedesmus sp. Fototrofico - - - 20,3
Jl et al. (2014) Desmosdesmus sp. Fototrofico 0,41 29,3 - -
YEH & CHANG Chiorella vulgaris ~ Mixotréfico 32 2715 53 1439

(2012)




CAPITULO 5. Resultados e Discussao 138

Tipo de X Px TLT P.r
Referéncia Microalga 4 401 41
cultivo (gL’) (mgL d’) (%) (mglL'd")
PRAVEENKUMAR e
et al. (2012) Chlorella sp. Fototrofico 2,52 125 42,8 53,96
Ll et al. (2011) Chiorella Foto- 125 1780 161  286.8
minutissima heterotréfico
g%’;l%)e tal. Chlorella zofingiensis  Fototréfico - 58,4 - 23
CONVERTI etal.  oiorola vulgans — gogtgico - - 15 20,4
(2009) annochloropsis
oculata - - 15 16,4
Z%?E)GSOMBON Botryococcus braunii  Fototréfico 1,91 95,5 54,7 42,2

X — biomassa; Px — produtividade em biomassa; P, 1 — produtividade em lipideos totais; TLT — teor de
lipideos totais; a- Heterotréfico com 10 g L™ de glicose comercial; b- Heterotréfico com 5 g L de

glicose comercial; c- Heterotrofico com 3 g L' de glicose proveniente de agua residual de amido.

Todavia, baseando-se nos resultados, a microalga Scenedesmus sp. SCIB-
01 mostrou-se ser uma matéria-prima com grande potencial para ser utilizada na
producao de biodiesel, devendo-se realizar mais estudos a fim de melhorar a

qualidade deste biocombustivel.

Segundo BOER et al. (2012), o interesse no desenvolvimento de tecnologias
que transformam o 6leo de microalgas em biodiesel, biocombustivel de terceira
geracao, € devido as dificuldades de escalonamento da producao do biodiesel de
primeira geracao (a partir de soja, palma, girassol e colza, por exemplo) e de
segunda geracao (a partir de residuos agroflorestais e urbanos). Considerando a
producao de 6leo vegetal e gordura em todo o mundo, o biodiesel produzido a partir
desta matéria-prima nao forneceria 10 % da demanda mundial de diesel (BOER et
al., 2012).

As microalgas parecem ser a unica fonte renovavel para producao de
biodiesel com capacidade de suprir a demanda global de combustiveis no setor de

transporte. No caso do Brasil, € estimada a producgéo de 29,5 milhées de toneladas
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de biodiesel para a substituicdo de todo o diesel utilizado em transporte por ano
(FERRES, 2012). Considerando a soja como matéria-prima, seria necessaria a
ampliacdo do cultivo em 63 milhdes de ha para atender esta necessidade, enquanto
utilizando-se microalgas cultivadas em fotobiorreatores, poderia utilizar apenas 55

mil ha para a mesma producdo (PEREZ, 2007).

Contudo, vale ainda ressaltar que além do 6leo de microalgas ser semelhante
aos Oleos vegetais, a sua estimada producdo (1 milhdo de litros/ha/ano) pode
superar a do 6leo de soja (450 litros/ha/ano) e ainda ser produzido a custo
competitivo (US$ 0,50/L) (CHISTI, 2007).
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CAPITULO 6

6. CONCLUSOES E SUGESTOES

As conclusodes inferidas com base nos resultados obtidos e analises dos

dados realizadas sao as seguintes:

v Baseando-se nos resultados do DCCR para a otimizacdo do meio ASM1 no
cultivo fototréfico de Scenedesmus sp. SCIB-01, concluiu-se que o fosfato e
nitrato tém efeitos estatisticamente significativos sobre a densidade de
células, teor de lipideos totais e produtividade em lipideos, sendo que estas

duas ultimas respostas também sofrem efeito significativo de vitaminas;

v’ Verificou-se ainda que as condicbes que maximizam a densidade celular
(1,60E+07 céls mL™") ndo maximizam o teor lipidico (30 %) e a produtividade
em lipideos (324 mg L' d'), e que para atingir ambos objetivos
simultaneamente é necessario empregar 159 mg L™ de nitrato, 49 mg L' de
fosfatos e 0,31 mg L' de vitaminas, com as quais foram produzidas 1,3+07

céls mL™", 20 % de teor lipidico e produtividade em lipideos de 25 mg L™ d™;



CAPITULO 6. Conclusées e Sugestdes 141

v/ Com a validagdo das melhores condi¢bes do cultivo fototrofico de SCIB-01
com ASM1 otimizado, corroborou-se a reprodutibilidade do processo em

sistemas de cultivos de 1 L;

v" Na avaliacdo de diferentes meios de cultura no cultivo fototréfico, o BG11-N
conferiu as maiores biomassa, Px, TLT e Pir(2,2g L™, 210 mgL" d", 27,8 %
e 60,8 mg L™ d”, respectivamente) e por isso foi selecionado como o melhor

meio, dentre os avaliados;

v/ Baseando-se nos resultados do DCCR para a hidrélise enzimatica da
biomassa residual da industria de celulose, determinaram-se as melhores
condigdes dentre aquelas avaliadas: relacdo S:L 1:4, carga enzimatica de
17,5 FPU g de sdlido e 20 h de duracdo, as quais permitiram a obtencéo de

80 g de glicose L™;

v' Por conseguinte, conclui-se que a biomassa residual do sistema de
decantagao da industria de celulose constituiu uma excelente matéria-prima

para a obtencao de glicose;

v’ Entre os diferentes tipos de cultivos, foi em heterotrofia com 10 g L de
glicose comercial (G10) que SCIB-01 apresentou a maxima producao de
biomassa (5,1 g L™), atingindo altas Px (1250 mg L™ d") e velocidade de

crescimento (u 1,42 d™");

v" Em cultivo heterotréfico utilizando glicose da biomassa residual foi alcancada
apenas 0,5 g L' de biomassa, porém em R10 obteve-se u similar ao obtido

em fototrofico (0,46 e 0,45 d’ respectivamente);

v' De uma maneira geral, os cultivos heterotréficos (G10, G20, R10 e R20)
proporcionaram mais biomassa quando se empregou menor concentracado de
glicose (10 g L™, enquanto que o emprego de mais glicose (20 g L") conferiu

maior teor de lipideos;

v’ Todavia, foi em cultivo mixotréfico que o presente trabalho atingiu 0 maximo
teor de lipideos (34 %), resultando na maxima produtividade lipidica (138,1

mg L d'), mostrando-se como o melhor tipo para se cultivar Scenedesmus

Sp;
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v' A estratégia de crescimento em fotobiorreatores de janela de 1.100 L
mostrou-se extremamente eficaz no que concerne na obtencdo de muita

biomassa e lipideos de Scenedesmus sp. em um curto periodo de tempo;

v' Ao comparar a performance da microalga Scenedesmus sp. nos cultivos
conduzidos em batelada simples, semicontinua e alimentada, a semicontinua
mostrou-se como a melhor forma de conducgado, produzindo-se 1,5 Kg de
biomassa seca e cerca de 250 g de lipideos num volume de 2.050 L de

cultura obtido apods 14 dias de cultivo;

v’ Com a producdo de biodiesel por transesterificacdo, hidroesterificacido e
saponificagao/esterificacdo foram alcancadas eficiéncias de 99,27, 92,54 e
94,34 %, respectivamente. Em ambas, os ésteres metilicos palmitato (16:0)
foram produzidos em maior percentagem (42,12, 49,59 e 45,07 %,
respectivamente), seguido do oleato (18:1) (25,45, 22,73 e 25,25 %,

respectivamente);

v' O biodiesel produzido por transesterificacdo, hidroesterificacdo e
saponificagao/esterificacdo a partir de biomassa de SCIB-01 foram
constituidos por altos teores de SAFA e MUFA (86,64, 88,08 e 90,43 %,
respectivamente), apresentando-se como um biocombustivel com excelente
perfil de FAME;

v Baseando-se nos resultados do presente trabalho, é possivel concluir que a
microalga Scenedesmus sp. constitui uma matéria-prima oleaginosa bastante

promissora para a producao de biodiesel.

A fim de se dar continuidade a linha de pesquisa realizada neste trabalho, séo

feitas as seguintes sugestoes:

v’ Otimizar as concentracdes de nutrientes do meio BG11-N para maximizar a

produtividade em lipideos de Scenedesmus sp. em cultivo mixotroéfico;

v' Otimizar outras variaveis da hidrélise enzimatica da biomassa residual da

industria de celulose, como temperatura, pH e agitacdo, com o propodsito de
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se determinar as condigdes que confiram as maximas concentragdao de

glicose e eficiéncia de hidrolise;

v’ Estudar o emprego do hidrolisado da biomassa residual no cultivo mixotréfico

de Scenedesmus sp. visando sua assimilacado para o acumulo de lipideos;

v’ Estudar o emprego de outras fontes residuais de carbono organico no cultivo
fototréfico, a fim de selecionar aquela com melhor custo beneficio para a

producgao de biodiesel;

v/ Estudar o emprego de nutrientes provenientes de aguas residuais e da
biomassa algacea residual da produgdo de biodiesel a fim de se reduzir o

custo total do cultivo;

v’ Avaliar as melhores condicdes de cultivo nos fotobiorreatores de 1.100 L,

analisando o resultado do escalonamento do mesmo;

v Produzir um volume de biodiesel necessério para a sua total caracterizagéo

segundo as nhormas nacionais e internacionais;

v’ Realizar uma analise financeira da producéo de biodiesel a partir da biomassa

de Scenedesmus sp. cultivada sob as melhores condigdes.
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