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RESUMO

Atualmente, a destrui¢do ambiental devido a exploracdo inapropriada dos recursos
naturais ndo renovdveis, o aquecimento global, e a contamina¢do da biosfera causada,
principalmente, pela globalizacdo e um crescimento tecnolégico acelerado, tem levado ao
desenvolvimento de diversos combustiveis de fontes de energia renovaveis, que sejam capazes de
manter ou superar a eficiéncia dos hidrocarbonetos fésseis. Neste cendrio, se deu o
desenvolvimento do biodiesel, um combustivel biodegraddvel derivado de fontes renovaveis, o
qual, na sua combustao, libera menos gases téxicos, como sio os 6xidos de enxofre e nitrogénio.
O biodiesel pode ser produzido a partir de gorduras animais, 6leos vegetais ou biomassa. A fim
de reduzir os custos da produgdo do biodiesel, matérias primas como os lipidios vém sendo
estudadas. Neste contexto, as microalgas oferecem uma série de vantagens como fonte de
lipidios, como por exemplo, altas taxas fotossintetizantes, alta produ¢@o de biomassa e um rapido
crescimento, se comparado, principalmente, com outras fontes de 6leo vegetal. Neste trabalho, foi
realizado o estudo do crescimento da microalga Desmodesmus sp. sob condicdo autotrdfica,
mixotréfica e heterotréfica com o objetivo de obter maior teor de lipidios na célula da microalga,
visando a producdo de biodiesel. Nas condi¢des autotréficas, se obteve um crescimento de
53,1)(106 células mL™'. No cultivo mixotréfico, conseguiram-se 181x10° células mL"' e no
heteretréfico atingiu-se 298 x10° células mL™, todos no sexto dia de cultivo. As porcentagens de
lipidios foram de 23%, 25% e 17% (m/m) da biomassa para o cultivo autotréfico, mixotrofico e
heterotrofico, respectivamente. O dleo extraido do cultivo autotréfico foi caracterizado via
cromatografia gasosa e, a partir desta andlise, produziu-se um 6leo sintético (mistura de 6leos
vegetais e animais) com as caracteristicas semelhantes da microalga para realizar a cinética da
reacdo de transesterificacdo num reator em batelada. A produgdo de biodiesel foi feita por
transesterificagdo acida com excesso de etanol. O tempo de reacdo foi de 24 horas e obteve-se

90% de ésteres produzidos.

Palavras Chaves: microalga, biodiesel, fotobiorreator, lipidios, 6leo sintético.
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ABSTRACT

Currently, environmental destruction caused by inappropriate exploitation of non-
renewable natural resources, global warming, and pollution of the biosphere caused mainly by
globalization and accelerated technological growth has led to the development of various fuels
from renewable source, which are able to maintain or exceed the effectiveness of fossil
hydrocarbons. Biodiesel, a biodegradable fuel derived from renewable source, which releases less
toxic gases such as sulfur and nitrogen oxides in its combustion. Biodiesel can be obtained from
animal fats, vegetable oils or biomass. In order to reduce the cost of biodiesel production, raw
materials such as lipids have been studied. In this context, microalgae offer a number of
advantages as a source of fat, such as high photosynthetic rates, high biomass, and fast growth
rate, compared to other sources of vegetable oil. The objective of this work was to study the
autotrophic, mixotrophic and heterotrophic growths of microalgae Desmodesmus sp in order to
optimize the levels of lipids in the microalgae cell to produce biodiesel. In autotrophic conditions,
it was observed 5.31x10" cells ml‘l; in mixotrophic were achieved 1.81x10% cells ml'l; and in
heterotrophic reached 2.98x10° cells ml"' were reached after sixth day of cultivation. The
percentages of lipids of biomass for autotrophic, heterotrophic mixotrophic cultivation were 23%,
25% and 17% (m/m) respectively. Oil extracted from autotrophic cultivation was characterized
via gas chromatography. A synthetic oil (mixture of vegetable and animal oils) with similar
characteristics to the microalgae was used to perform the transesterification kinetics in a batch
reactor. The production of such biodiesel was performed under acid conditions with excess of

ethanol for 24 hours yielding 90% product.

Key Words: microalgae, biodiesel, photobioreactor, lipids, synthetic oil.
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Capitulo 1- Introducao

1. INTRODUCAO

O aumento na demanda mundial por combustiveis, o frequente aumento do preco do
petrdleo, o aquecimento global e a possibilidade de esgotamento dos combustiveis fésseis tem
colocado o biodiesel em posicdo de destaque como combustivel alternativo e tem motivado
muitos pesquisadores em func¢do do seu grande potencial de uso e alto rendimento. O biodiesel é
definido pela American Society for Testing Materials (ASTM) como um combustivel liquido
sintético, origindrio de matéria prima renovdvel e constituido por uma mistura de ésteres
alquilicos de 4cidos graxos de cadeias longas, derivados de dleos vegetais ou gorduras animais
(WANG et al., 2007).

O biodiesel € obtido, geralmente, através da reacdo de transesterificagdo, que ocorre
mediante a reacdo de 6leos ou gorduras de origem animal ou vegetal com um élcool na presenca
de um catalisador. Vérios dleos vegetais (comestiveis ou ndo comestiveis) e seus derivados vém
ganhando reconhecimento como matéria prima para obten¢do de combustiveis com potencial
para substituir os combustiveis convencionais (KARMEE et al., 2004). Alguns dos 6leos ja em
uso para a producdo do biodiesel sdo os oleos de soja (FREEDMAN, BUTTERFIELD E
PRYDE, 1986), palma (DARNOKO E CHEYRAN, 2000), coco (JITPUTTI et al., 2006), milho
(DANTAS et al., 2007) canola (KUSDIANA E SAKA, 2001), dentre outros. Apesar do bom
desenvolvimento do processo de producdo do biodiesel em larga escala a partir de oleaginosas, , a
producdo nio € satisfatdria para suprir a demanda mundial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente tem incentivado as pesquisas com
biocombustiveis. A legislacdo dos paises, visando diminuir a emissdo de gases estufa, tem levado
a usar misturas com porcentagens de biocombustiveis nos combustiveis fésseis, o que contribui
para o aumento da producdo mundial de biocombustiveis.

Segundo a ANP (2013), 45% da energia e 19% dos combustiveis consumidos no Pais sdo
renovaveis. A matéria prima mais usada para a producao de biodiesel no Brasil é o 6leo de soja,
que representa 80% da produgdo do biodiesel. Em 2007, foi lancado o Programa Nacional de
Producdo e Uso do Biodiesel e em 2008 comegou a obrigatoriedade da adi¢ao de 2% de biodiesel
no diesel (B2). Em 2010, aprovou-se a mistura de 5% (B5) a qual € mantida atualmente. O Brasil

estd entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do mundo, com uma produgio
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anual em 2010 de 2,4 bilhdes de litros e uma capacidade instalada de 5,8 bilhdes de litros (ANP,
2010).

Como uma alternativa para a producao do biodiesel, a sua obtenc¢do a partir de 6leo de
microalgas surgiu como uma das melhores promessas devido a vdrios fatores, dentre eles, o
cultivo ndo precisa de grandes dreas, nem de terras ardveis, tem um crescimento exponencial e
alta producdo de biomassa e ndo sdo utilizadas para fins alimentares.

As microalgas sdo micro-organismos unicelulares que podem crescer em ambientes de
dgua doce e salgada. A produg@o de metabdlitos de interesse na microalga tem sido estudada e é
de grande interesse para varias dreas industriais. Como metabdlitos de interesse podem-se citar os
carboidratos, proteinas, esterdis, aminodcidos, dcidos graxos e carotendides (KIRROILA,
BISHNOI E SINGH, 2013). Vérios biocombustiveis podem ser produzidos a partir desta matéria
prima como: bioetanol, gas de sintese, hidrogénio e biodiesel.

A producdo de microalgas, visando a extracdo de seus lipidios para a producdo de
biodiesel, também contribui como agente para a minimizagao das concentracdes atmosféricas de
dioxido de carbono e aproveitamento de efluentes industriais em cultivos heterotroficos
(VALDERRAMA et al., 2002) (DE-BASHAN et al., 2004) (MORALES-SANCHEZ et al.,
2013). Este, inclusive, € um dos aspectos inovadores do projeto temético BIOEN (“Um Processo
Integrado para Producdo Total de Bioetanol e Emissao Zero de CO2” — Processo FAPESP n°
2008/57873-8), coordenado pelo Prof. Dr. Rubens Maciel Filho e do projeto Pro-engenharias
Rede de Pesquisa em Engenharia de Biocombustiveis — ENGEBIOCOMB Processo CAPES
358/2007), coordenado pela Profa. Dra. Maria Regina Wolf Maciel da UNICAMP e pelo Prof.
Dr. Luiz Fernando de Lima Luz Junior da Universidade Federal do Parana (UFPR). Este trabalho
de tese também teve a parceria da Universidad Auténoma de México (UNAM), onde foi
realizado o doutorado sanduiche.

No Laboratério de Desenvolvimento de Processos de Separacao (LDPS) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), vérios estudos experimentais na drea do biodiesel foram
concluidos, dentre eles, os projetos intitulados: Otimiza¢do das varidveis de processo da
transesterificagdo (etanolise) do 6leo de mamona: produgdo de biodiesel (DA SILVA, 2006);
Determinacao experimental dos dados cinéticos da reacdo de transesterificacdo de dleos vegetais

(GONZALEZ, 2009); Sistemas de extracdo liquido-liquido para processos de purificagdo de
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biodiesel (ARDILA, 2009); Desenvolvimento e avaliacdo de microreatores: aplicacdo para
producdo de biodiesel (ARIAS, 2010); Caracterizacdo de sistemas envolvidos nos processos de
purificagdao de biodiesel (MACHADO, 2010); Producdo de biodiesel: processo e caracterizagdes
(DA SILVA, 2010); Otimizagdo das varidveis de processo da transesterificagdo do 6leo de soja e
milho: produgdo de biodiesel em uma coluna de pratos perfurados (DANTAS, 2011); Sintese de
biodiesel a partir de 6leo de mamona empregando etanol subcritico (RODRIGUEZ, 2011); dentre
outros.

E na parte de simulacdo, foram concluidos trabalhos intitulados: Simulacdo e analise de
custos na producdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais (SANTANA, 2008); Modelagem e
simulacdo de uma planta de destilacdo reativa para a producdo de biodiesel (SANTANDER,
2010); Criagdo do banco de dados, simulagcdo e andlise energética do processo de producdo do
biodiesel de soja, mamona e pinhdo manso (MIRANDA, 2011).

Na drea das microalgas t€ém-se trabalhos de mestrado concluidos, como € o caso do estudo
da microalga Chorella Vulgaris para producdo de bioetanol (KLEIN, 2013) e projetos de pds-
doutorado que estdo em andamento com o objetivo de produzir biodiesel em fotobioreatores:
Projeto e construcao de um Fotobiorreator airlift agitado para a producio de biodiesel (SANTOS,
2010) e no processo de extracdo supercritica, com o projeto: Desenvolvimento do processo de
obtencdo do biodiesel de microalga botryococcus braunii por transesterificacdo supercritica
(SANTANA, 2011).

Atualmente, o processo de obten¢cdo do biodiesel a partir dos lipidios provenientes da
biomassa das microalgas estd sendo bastante pesquisado. Indmeras sdo as vantagens de se usar
esta matéria prima, sendo algumas delas: obtencdao de maior quantidade de 6leo por unidade de
area cultivada, concentracao elevada dos teores lipidicos naturalmente, crescimento exponencial,
utilizagdo de CO, para o seu crescimento, possibilidade de crescer em dguas residuais € nado
serem usadas como alimento essencial humano. Um dos inconvenientes € que os processos ainda
ndo sdo economicamente vidveis e sua producdo ndo é suficiente para garantir o futuro do
programa brasileiro de biodiesel, que pretende chegar até 50% de biodiesel na mistura com o éleo
diesel. Dados reportados em 2011 mostram que o setor de transportes foi responsdvel por quase
um terco do consumo de energia no Brasil (PORTAL BRASIL, 2012). Assim sendo, a microalga

surge no cendrio de biocombustiveis como uma matéria prima extremamente interessante,
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principalmente pelo seu potencial de crescimento rdpido, visando suprir a necessidade de
aumento da producdo de biodiesel para atender o mercado. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho, é aumentar a quantidade de lipidios da microalga Desmodesmus sp. bem como o seu

crescimento em (numero de células/mL) nos cultivos.

1.1 OBJETIVOS

Para o desenvolvimento dessa tese de doutorado € apresentado, a seguir, o objetivo geral e

os objetivos especificos.

1.2.1 Objetivo Geral
Como objetivo geral, estudou-se o crescimento da microalga Desmodesmus sp. visando a

producdo de biodiesel por meio da reacdo de transesterificacdo dos lipidios extraidos da

microalga.

1.2.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos, t€ém-se:

e Investigar o crescimento da microalga Desmodesmus sp. em diferentes meios de cultivo.

e Investigar o processo de extracdo de lipidios da microalga Desmodesmus sp.

e Caracterizar experimentalmente os lipidios extraidos da microalga Desmodesmus sp.:

composi¢do em 4cidos graxos.

e Produzir um O6leo sintético que se aproxime da composicdo dos dcidos graxos da

microalga Desmodesmus sp.
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Investigar as condi¢Ges de operacdo para a producdo de biodiesel a partir da reacdo de

transesterificagdo do dleo sintético em um reator em batelada.

Estudar como a diminui¢@o do nitrogénio no meio de cultivo afeta o crescimento e o teor

de lipidios.

Realizar o scale-up do crescimento da microalga Desmodesmus sp. em um tanque de 30L.

Estudar o crescimento heterotrofico usando a glicose como fonte de carbono.

Comparar o crescimento da microalga Desmodesmus sp. em condicdes autotroficas,

mixotroficas e heterotroficas.
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1.2 APRESENTACAO DA TESE

O presente trabalho € apresentado em cinco capitulos. O Capitulo 1 apresenta uma
introducdo, seguido dos objetivos geral e especificos propostos para o trabalho de doutorado.

O Capitulo 2 mostra a revisao da literatura dos conceitos relacionados a este trabalho,
caracteristicas, cultivos, producido, histéria e produtos das microalgas, defini¢do, caracteristicas,
producdo e normativas do biodiesel.

No Capitulo 3, descreve-se o desenvolvimento experimental, os materiais e métodos
utilizados para o trabalho de doutorado, a descricdo dos equipamentos e a metodologia que foi
utilizada para o planejamento de experimentos.

O Capitulo 4 mostra os resultados obtidos: producdo do 6leo sintético, estudo da reacdo
de transesterificacdo, planejamentos e andlise estatistica dos experimentos. Ainda, encontram-se
o trabalho feito com a microalga Desmodesmus sp., estudo do crescimento, extracao dos lipidios
e andlises.

No Capitulo 5, sdo apresentadas as conclusdes do trabalho e as sugestdes para trabalhos

futuros na area.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo € apresentada uma revisdo bibliogrifica dos conceitos usados para o
desenvolvimento do trabalho de doutorado. Sao detalhadas a defini¢ao, histéria, matérias primas,
normativas e processos da producgao de biodiesel e também € apresentada uma histéria do uso das
microalgas, meios de cultivos, equipamentos para seu cultivo, diferentes usos das microalgas e a
producdo de biodiesel a partir dos lipidios extraidos da microalga.

Antigamente, as pesquisas estavam direcionadas na exploracdo, obten¢do, aproveitamento
e desenvolvimento de tecnologias que envolvessem o petrdleo, carbono e géis natural e que
tornassem vidvel a utilizacdo destas matérias primas para as dreas de energia, quimica fina,
farmacéutica, indudstrias de detergentes, fibras sintéticas, pldsticos, pesticidas, fertilizantes,
lubrificantes, solventes, ceras, coque, asfalto, entre outras. Mas os recursos fosseis, além de nao
serem sustentdveis e proteger o meio ambiente, sdo um recurso finito. A queima de um
combustivel fossil € o maior contribuinte da emissdo de CO; na atmosfera, o que estd diretamente
associado com o aquecimento global. Por estas razdes as pesquisas atualmente se voltam para a
producdo de biocombustiveis, que sdo derivados de produtos renovaveis como 6leos provenientes
da biomassa de vegetais e micro-organismos (NINGAM E SINGH, 2011).

A Tabela 2.1 faz uma comparacdo dos combustiveis fosseis e os biocombustiveis de
primeira, segunda e terceira geragdes. Sao chamados biocombustiveis de primeira geracdo
aqueles que sdo produzidos por Oleos vegetais, aglcares, grios ou sementes € que, atualmente,
estdo sendo usados em propor¢des de mistura segundo a lei de cada pais. Ja os biocombustiveis
de segunda geracdo sdo produzidos a partir de matérias primas lignoceluldsicas que vem da
biomassa das plantas, residuos ou 6leos ndo comestiveis; 0s processos sdo mais sofisticados e
tem um investimento maior por unidade de producgdo. Os de terceira geracdo sdao produzidos a
partir de matérias primas como micrébios e microalgas. Estes processos atualmente estdo sendo
pesquisados e tem um alto valor de investimento. (NINGAM E SINGH, 2011; PRAGYA,
PANDEY E SAHOO, 2013).
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Tabela 2.1. Comparacdo entre o combustivel fossil e biocombustiveis de primeira, segunda e

terceira geragoes.

Combustivel Matérias primas Produtos Vantagens Desvantagens
Gas Natural
Comprimido
(GNO), Gas .
N ; Tecnologias e
liquefeito de . Diminuig¢do de
L. , } desenvolvidas, .
Fossil Petréleo petréleo (GLP) . . reservas, polui¢do
. maior poténcia no .
diesel, querosene, ambiental.
. motor.
lubrificantes,
combustiveis
para Jet
) . Lo Amigavel Matérias primas
- Oleos vegetais, cana de Biodiesel, . & L P .
1 geracao . . . ambientalmente, limitadas (alimento-
actcar. bioetanol, biogis. n . P
econdmico. combustivel)
-% Oleos ndo comestiveis, L. - . .
s . . Biodiesel, Nio comestiveis, Tecnologias em
= - biomassa, residuos da . A .
177 2 geracao . . bioetanol, bio- ambientalmente andamento, alto
= agricultura, biomassa B L -
= L. 6leo, butanol. amigdavel. custo de produgio.
g aqudtica, grama.
g Nio comestiveis,
2 L ) Alto custo de
-2 Biodiesel, ambientalmente -
~ . C . . producdo,
3 geracao Microalgas, micrébios. bioetanol, amigével, ;
. n L. tecnologias em
hidrogénio produtividade
. andamento
muito alta.

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

Este trabalho se concentra na producdo de biodiesel de terceira geracdo. A seguir, se

encontra uma revisdo da produgdo, matérias primas mais usadas e novas tecnologias de produgao.

2.1 BIODIESEL

O biodiesel € um combustivel biodegraddvel derivado de fontes renovaveis, podendo ser

produzido a partir de gorduras animais, 6leos vegetais e 6leos provenientes de microalgas e

micrébios. Este combustivel é utilizado em motores de ignicdo por compressao ou motores

diesel. Pode-se definir como uma mistura de alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa, 12 a
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20 4tomos de carbono por molécula saturados e insaturados, com um intervalo do ponto de
ebulicdo entre 300 a 360°C (GRABOSKY E MCCORMICK, 1998), é de queima limpa,

biodegraddvel, ndo téxico e essencialmente livre de compostos sulfurados e aromaticos.

2.1.1. Historia

A instabilidade do preco do petrdleo, esgotamento dos recursos naturais, guerras mundiais
e campanhas pela preservacdo do meio ambiente, sdo alguns dos fatores que despertaram o
interesse no estudo do biodiesel, incentivando as pesquisas de novas tecnologias e matérias-
primas (SANTORI et al., 2012).

Estudos do processo de transesterificacdo de Oleos vegetais comecaram em 1853 pelos
cientistas E. Duffy e J. Patrick, muitos anos antes do motor de ciclo diesel entrar em
funcionamento. Em 1893, foi desenvolvido pelo cientista Rudolf Diesel o primeiro modelo do
motor diesel que funcionou de maneira eficiente. Em 1911 Rudolf Diesel, usou 6leo de
amendoim para a demonstragdo do motor com igni¢do por compressdo. (BIODIESEL TIMES,
2005)

Em 1922, a Franca comecou a estudar possiveis solu¢des para ndo depender de paises
produtores de petroleo. Durante o transcurso da primeira guerra mundial (1939-1945) se t€ém
inimeros registros do uso comercial de combustiveis obtidos a partir de dleos vegetais na frota de
guerra. A primeira crise do preco do petréleo ocorreu em 1973 e marcou o fim da era do
combustivel abundante e barato, o preco do petréleo aumentou de US$ 3 para US$ 12 por barril.
No periodo de 1981-1983 houve uma nova alta no preco do petrdleo, chegando a valores de
US$36/barril, o que levou ao aumento das pesquisas para as fontes de energia alternativas e
renovaveis. Hoje em dia, o preco do barril de petréleo ainda aumenta significativamente, em
agosto de 2013 o preco do barril estava em US$108,06 (INDEXMUNDI, 2013).

No Brasil, as primeiras pesquisas comecaram em 1980, que deu como resultado a
primeira patente brasileira na area, intitulada: "Processo de Producido de Combustiveis a partir de

Frutos ou Sementes Oleaginosas" (PI-8007957), pelo pesquisador Expedito Parente.
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O inicio da producio de biodiesel comegou na Austria e na Franca em 1988 e, desde
entdo, se registrou a palavra “biodiesel” na literatura. Em 1990, entrou em operag@o a primeira
inddstria em escala comercial na Franca.

Em 1997 foi assinado o Protocolo de Kyoto e ratificado em 1999. Tratado internacional
com compromissos rigidos para a reducdo da emissdo dos gases que agravam o "efeito estufa”,
principalmente CO,, SO e NOy, considerados, de acordo com a maioria das investigacoes
cientificas, como causadores do aquecimento global, fato que promoveu a implanta¢do de leis
para a adi¢do de biocombustiveis ao combustivel féssil e incentivo a producdo de biodiesel a
partir de fontes alternativas.

A partir deste momento, varios avangos na area dos biocombustiveis tém sido gerados. A
Unido Europeia tem sido a maior produtora mundial com o equivalente de 60% do total da
producdo. Leis para os paises faz com que a produgdo do biodiesel aumente significativamente
todo ano. Portanto, pesquisas e producdo do biodiesel tém aumentado dia a dia. No Brasil, desde
o primeiro de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil contém 5% de

biodiesel (ANP, 2012) e pretende-se que tenha um grande aumento até 2020.

2.1.2. Matérias primas utilizadas na producao de biodiesel

As matérias primas a partir das quais o biodiesel pode ser produzido classificam-se em:
Oleos vegetais, gorduras animais, 6leos e gorduras residuais e 6leos de outras fontes, como
microrganismos (microalgas, micrébios, fungos). Considera-se “gordura” a matéria graxa de
origem vegetal ou animal cujo estado fisico € solido, normalmente pastoso, em condigdes
normais de temperatura e pressdo. Designa-se “Oleo” a matéria graxa, de origem vegetal ou
animal, cujo estado fisico natural em condi¢des normais € liquido e viscoso.

Alguns 6leos alimenticios sdo chamados de azeites, como € o caso do azeite de oliva e o
azeite de dendé (Parente, 2003). Os dleos vegetais sdo formados por acidos graxos (AG), em
maior percentagem por uma mistura de triacilgliceréis (TG), uma porcentagem média de
diacilgliceréis (DG) e pouca percentagem de monoacilglicerdis (MG). Cada 6leo vegetal possui
diferente composi¢do de acidos graxos e, dependendo da sua composicdo, cada dleo pode

apresentar diferentes caracteristicas tanto fisicas como quimicas.
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Na producdo de biodiesel, uma caracteristica para ter um bom desempenho como matéria
prima € a quantidade de lipidios que o 6leo possa conter na sua estrutura, deste vai depender a
produtividade do biodiesel. Vérias matérias primas t€m sido pesquisadas para a produgdo de
biodiesel, entre as quais estdo: 6leos vegetais (soja, girassol, colza, palma, camelina, canola,
algoddo, cevada, coco, arroz, entre outros), os que poderiam se classificar como 6leos ndo
comestiveis (améndoa, andiroba, babagu, pinhdo-manso, jojoba, etc), as gorduras de animais
(banha de porco, sebo, gorduras de aves e 6leo de peixe) e as outras fontes (bactérias, algas,
fungos, microalgas, 6leo de cozinha) (SINGH E SINGH, 2010). No Brasil 80% do biodiesel é
produzido a partir do dleo de soja.

Segundo o boletim anual da British Petroleum (2012), a producdo mundial de 6leos que
sd0 usados para a producdo de biodiesel foi de 3995,6 milhdes de toneladas em 2011. Como
mostrado na Figura 2.1, a partir do ano de 2004 a producdo de dleos vegetais tem aumentado
pouco com uma queda na producdo em 2009, mas atualmente j4 mostra uma estabilidade na

producdo.
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Figura 2.1. Produ¢@o mundial de 6leo

Fonte: (BP, 2012)
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Na Tabela 2.2 sdo listadas algumas das matérias primas mais utilizadas na producio de
biodiesel e se detalha o contetdo de 6leo, o rendimento, a drea que se precisa para produzir 1 kg
de biodiesel e a produtividade de biodiesel que pode ser produzido a partir de cada matéria prima.
Dentre os 6leos vegetais ressalta-se o 6leo de palma que tem a maior produtividade, mas as
microalgas se destacam dentre as matérias primas convencionais alcangcando um potencial de
producdo de Sleo de 7 a 30 vezes superior ao das oleaginosas tipicas como girassol, mamona,
palma e soja; possibilidade de producg@o continua, sem periodo de plantio e entressafra; e, por
fim, taxa de sequestro de carbono muito superior a dos vegetais (PETROBRAS, 2013). Na
atualidade, a microalga tem-se convertido na matéria prima mais promissora pelas suas vantagens
comparadas com o0s 6leos vegetais, mas o processo ainda nio € economicamente vidvel.

Dependendo da matéria-prima utilizada, o biodiesel pode apresentar maior ou menor
numero de 4cidos graxos insaturados (KNOTHE E STEIDLEY, 2005). Os o6leos utilizados para
tal finalidade sdo selecionados a partir de vérios fatores, tendo em conta a viabilidade,

competitividade técnico-econdmica e socioambiental, citando alguns fatores, encontram-se:

e Preco da producdo, colheita e extragdo do dleo.

e Desempenho como combustivel.

e Propriedades de armazenamento.

e Produtividade por unidade de area.

e O teor de 4cidos graxos livres (AGL), umidade, impurezas, cor, odor, viscosidade e
ndmero de iodo, dentre outros.

e Tecnologias.

e Quantidade de glicerina.

e Incentivos agricolas.

e Coprodutos.

e Facilidade de manipulagdo.

12
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Tabela 2.2. Comparagdo de matérias primas para producao de biodiesel

Conteudo de Rendimento Area de Produtividade

Matéria Prima oleo do d6leo terra do Biodiesel

Milho 44 172 66 152
Canhamo 33 363 31 321
Soja 18 636 18 562
Jatropha 28 741 15 656
Camelina 42 915 12 809
Canola 41 974 12 862
Girassol 40 1070 11 946
Castor 48 1307 9 1156
Palma 36 5366 2 4747
iﬁﬁiﬁia dibgi:;’) 30 58.700 0,2 51.927
X;rizaéiaéizg;“eﬁdo 50 97.800 0,1 86.515
Microalga (conteddo 70 136.900 0.1 121.104

alto de 6leo)

Fonte: (MATA, MARTINS E CAETANO, 2010)

A Tabela 2.3 foi adaptada de (LEUNG, WU E LEUNG, 2010) e nela sdo listadas algumas
propriedades fisico-quimicas que influenciam na produgdo de biodiesel, sendo elas: densidade,
ponto de fulgor, viscosidade, acidez e calor de combustdo para cada espécie.

Dentre as propriedades que mais afetam o desempenho do combustivel estdo as
propriedades fluidodinamicas, tais propriedades exercem grande influéncia na circulagdo e
injecdo do combustivel. A viscosidade afeta a atomizagdo do combustivel no momento de sua
injecdo na camara de combustdo e, em tultima andlise, a formagdo de depdsitos no motor. A alta
viscosidade ocasiona heterogeneidade na combustdo do biodiesel devido a diminui¢do da

eficiéncia de atomizacdo na camara de combustdo, ocasionando a deposicdo de residuos nas

13
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partes internas do motor. Quanto maior a viscosidade, maior a tendéncia do biodiesel em causar
tais problemas (DE ALMEIDA et al., 2011).

Outra propriedade importante € a densidade que estd diretamente ligada com a estrutura
das moléculas. Quanto maior o comprimento da cadeia carbonica do alquiléster, maior serd a
densidade. O valor da densidade diminui quanto maior for o nimero de insaturacdes presentes na

molécula.

Tabela 2.3. Propriedades fisico-quimicas das matérias primas para a produgao de biodiesel.

Densidade Ponto de Viscosidade Acid Calor de
Classificacio Espécie fulgor cinematica adez  combustio
do dleo 3 o o mg
g/cm C Cst, 40 °C KOH/e Ml/kg

Soja 0,91 254 32,9 0,2 39,6
Colza 0,91 246 35,1 2,92 39,7
Girassol 0,92 274 32,6 - 39,6
Palma 0,92 267 39,6 0,1 -

. Amendoim 0,90 271 22,72 3 39,8

Oleo

comestivel  Milho 0,91 277 34,97 - 39,5

Camelina 0,91 - - 0,76 42,2
Canola - - 38,2 0,4 -
Algodao 0,91 234 18,2 - 39,5
Abobora 0,92 >230 35,6 0,55 39
Pinhdo 0,92 225 29,4 28 38,5

Nao manso

comestivel Fava 0,91 205 27,8 5,06 34
Indiana
Oleo  de 0,90 - 44,7 2,5 -
Outros .

cozinha

T P N - P 2
Viscosidade cinematica a 38 °C, mm~/s.

2x 7e . . L. 2
Viscosidade cinematica a 37 °C, mm~/s.

Fonte: (LEUNG, WU E LEUNG, 2010)

A estabilidade a oxidacdo afeta a qualidade do biodiesel, principalmente quando se tem
armazenamentos em longos periodos. Estudos mostram que a viscosidade, indice de acidez e

densidade aumentam em amostras estocadas por 2 anos enquanto que o calor de combustio
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diminui. A experiéncia pritica demonstra que a corrosividade do biodiesel neutro € zero, e que,
com acidez elevada o biodiesel apresenta-se como corrosivo, existindo uma correlagcdo entre o
numero de acidez e a corrosividade. Por tanto, a acidez também € outra propriedade que deve-se
manter num numero minimo, para evitar estes problemas.

O ponto de fulgor também € uma propriedade importante. Quanto mais alto o ponto,
menor € a possibilidade de produzir vapores de ar/combustivel, o que é bom para sua

manipulacao.

2.1.3. Producao de Biodiesel

Em alguns paises, as diferentes leis e incentivos para o consumo de biodiesel t€m
provocado um crescimento acelerado na sua produgdo nos dltimos anos (REN21, 2013). Segundo
a FAPRI (2010), a producdo mundial de biodiesel no ano de 2009 foi de 4390 milhdes de galdes,
jdem 2010 a producdo aumentou em 873 milhdes de galdes. Este aumento pode ser observado na
Figura 2.2. O preco do biodiesel vem aumentando por causa do preco elevado do petroleo e dos

6leos vegetais. Em 2010, o preco do biodiesel aumentou chegando até US$4,14 por galdo.

6000 -
5500
5000 4 /
4500

4000 - ]
3500 4 /
30004 /
2500

2000 - //

Milhdes de galdes

1500 | /

1000 .
1 _n

500-_ .

0+ l’l’|~l~l"*'*""./.

rrrrrrrrrrrrrrrorrorroror
1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010

Ano

Figura 2.2. Producdo mundial de biodiesel
Fonte: (FAPRI, 2010)
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No Brasil, segundo a ANP (2013), 45% da energia e 19% dos combustiveis consumidos
no Pais sdo renovéveis, reportado no boletim mensal de Fevereiro. A producdo de biodiesel no
ano de 2009 foi de 406 milhdes de galdes e o consumo foi de 396 milhdes restando quase nada
para o estoque no Pais. J4 em 2010, teve-se uma produgao anual de 2,4 bilhdes de litros e uma
capacidade instalada, no mesmo ano, de cerca de 5,8 bilhdes de litros. Segundo o boletim de
setembro de 2013 da ANP, atualmente existem 70 plantas produtoras de biodiesel autorizadas
para operacdo no Pais, correspondendo a uma capacidade total autorizada de 23.046,06 m’/dia.
Destas 70 plantas, 66 possuem Autorizagdo para Comercializacdo do biodiesel produzido,
correspondendo a 21.542,04 m’/dia de capacidade autorizada para comercializacio.

A experiéncia de utilizagdo do biodiesel no mercado de combustiveis vem sendo realizada

em quatro niveis de concentrac¢ao:

* Puro (B100)

* Misturas (B20 — B30)

* Aditivo (BS)

* Aditivo de lubricidade (B2)

Para diminuir os problemas que os TG trazem em comparacdo com os combustiveis
fosseis como alta viscosidade, baixa estabilidade, oxidacdo e baixa volatilidade, propriedades que
influenciam para uma combustio incompleta, existem quatro vias principais que sao detalhadas a

seguir (YUSUF, KAMARUDIN E YAAKUB, 2011; ABBASZAADEH et al., 2012).

2.1.3.1. Pirolise
O craqueamento térmico ou pirdlise € a conversdio de uma substincia em
outra por meio do uso de calor, isto €, pelo aquecimento da substancia, na
auséncia de ar ou oxigénio, a temperaturas superiores a 450 C. Em algumas situagdes, esse
processo € auxiliado por um catalisador para a quebra das ligagdes quimicas, de modo a gerar

moléculas menores. A remoc¢do do oxigénio do processo reduz os beneficios de ser um
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combustivel oxigenado, diminuindo suas vantagens ambientais e geralmente produzindo um

combustivel mais préximo da gasolina que do diesel.

2.1.3.2. Uso direto e misturas

O uso direto de 6leos vegetais e misturas de 6leo/combustiveis fésseis € reportado em
varios ensaios na literatura, que mostram que misturas deste tipo podem ser empregadas nos
motores proporcionando bom desempenho a curto prazo. No entanto, esta via pode ndo ser
satisfatoria e pouco pratica, ja que a alta viscosidade da mistura, a composi¢do dos dcidos graxos
livres (alta acidez), a formacdo de goma devido a oxidacdo, polimerizacdo durante o
armazenamento e/ou combustdo, depdsitos de carbono e o espessamento do 6leo de lubrificacao,
sdo varios dos problemas que podem acontecer por causa do seu uso. Por causa destes
inconvenientes, o uso direto de Oleos vegetais e/ou o emprego de misturas de Odleos
vegetais/combustiveis fosseis geralmente sdo considerados ndo satisfatorias para o uso em

motores.

2.1.3.3. Microemulsoes

As microemulsdes sdo dispersdes termodinamicamente estdveis formadas por duas fases
liquidas, nas quais, uma geralmente consiste de uma solu¢do aquosa contendo uma mistura de
surfactantes e eletrélitos, e a outra, uma fase organica. Macroscopicamente, uma microemulsao
se apresenta com aspecto homogéneo, transparente e isotrépico. Sdo formadas pela combinagao
de trés componentes: fase aquosa, fase oleosa, surfactante (tensoativo) e, quando € necessario, um
co-surfactante (co- tensoativo) (FERREIRA, 2006).

A microemulsdo pode ser feita a partir de dleos vegetais com um éster e um dispersante
(co-solvente), ou de um Oleo vegetal, um dlcool e um surfactante, com ou sem combustivel
diesel. Devido a seu contetido de dlcool, as microemulsdes tém valores de calor volumétrico mais
baixos, comparados com o combustiveis fosseis, mas esses alcodis tem altos valores de calor
latente de vaporizac¢do que tendem a resfriar a camara de combustao, diminuindo o coque no bico

do injetor.
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2.1.34. Transesterificacao

A transesterificacdo é o método mais usado para se reduzir a alta viscosidade dos 6leos
vegetais, gorduras animais e 6leos provenientes de outras fontes. Por meio desta via, se tem
muitas vantagens em comparagao com as anteriormente mencionadas.

Na reacdo de transesterificacdo, os triacilgliceréis provenientes dos o6leos vegetais,
gorduras animais e/ou outras fontes, reagem com um &lcool para formar uma mistura de ésteres
de 4cidos graxos e o glicerol. A reacdo de transesterificacdo ocorre por etapas, com formagao
intermedidria de DG e MG, tendo como resultado a produ¢ao de 3 moles de ésteres (E) e 1 mol
de glicerol (GL); as etapas sao mostradas na Equacdo 2.1 a Equacdo 2.3. A reacdo geral é
mostrada na Figura 2.3. Para que a reacdo ocorra, emprega-se um excesso de édlcool por dois
motivos: a reagdo ndo € eficiente e, também, para deslocar o equilibrio da reacdo (RIOS, 2010).

A reacdo de transesterificacdo acontece, normalmente, a uma temperatura proxima ao
ponto de ebulicdo do dlcool e sob uma pressdo ligeiramente maior que a atmosférica, para
garantir que a reacdo ocorrerd em estado liquido, geralmente em presenca de um catalisador que

pode ser acido, basico, ou uma enzima.

0] 0]
s o
CH.—0-C-R4 CH,—OH Ri—-C—-—0-R4
| /9 Catalisador //O
CH,—O-C-R, +3R4-OH &——2 CH-OH + R,-C-0-Rs
| 0 | o
s i
CH:—0-C—-R; CH;— OH R;:—C—-0-R;4
Triglicerideo Alcool Glicerol Esteres

Figura 2. 3. Reacdo geral de transesterificacdo

TG + ROH MDG +F Equacao 2.1

DG + ROH MMG +F Equacgao 2.2

MG + ROH <225 o) L B Equagio 2.3
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Na Tabela 2.4, sdo descritos os diferentes tipos de catalisadores, suas vantagens e
desvantagens na producdo de biodiesel. Quanto ao dlcool, os mais usados para a reacdo de
transesterificagdo sdo o etanol e o metanol. O etanol, atualmente. é mais vidvel e menos
contaminante, mas o metanol € muito mais econdmico, no entanto, dependendo da catilise e da
matéria prima usada, podem ser usados diferentes alcodis, dentre eles, dlcool isoamilico
(BRANDAO, 2011), propanol, butanol (MA e HANNA, 1999), entre outros. Existem processos
como a transesterificacdo supercritica que nao precisa de catalisador, pois este processo € feito
em presenga de dlcool (geralmente metanol) e sob altas temperaturas e altas pressdes, sendo estas
as condi¢des do ponto critico.

Além das vantagens e desvantagens mencionadas anteriormente, também podem ser
citadas diferencas nos tempos de reacdo; por exemplo, ao se usar uma catdlise dcida para
conseguir 99% de producdo de biodiesel, sdo requeridas 4 horas de reacdo, ja, usando uma
catélise bdsica para obter o mesmo rendimento, sdo necessdrias 2 horas de reacdo e, fazendo a
transesterificacdo por meio de uma enzima, o maximo rendimento que pode se conseguir é de
95% e seriam necessarias 105 horas de reacdo (GUI, LEE E BHATIA, 2008).

Para completar o processo de produgdo de biodiesel, vdrias etapas consecutivas precisam
ser feitas para obter um biodiesel de alta qualidade. Depois da reacao de transesterificacdo, etapas
como lavagem, secagem e controle de acidez sdo necessdrias para obter um biodiesel que cumpra
as normativas nacionais e internacionais. Em nivel internacional, as propriedades fisico-quimicas
do biodiesel estdo regidas pelas normas (ASTM D6751-11, 2010) e (EN 12214, 2003). A seguir,
se especificam as normativas que sdo regidas mundialmente e no Brasil. No Brasil as normativas,

sdo regidas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

2.1.1. Normativas para a producio de biodiesel

O marco legal que regula as atividades do setor de producdo de biocombustiveis vem se
adequando nas ultimas décadas. Brasil foi o primeiro pais que iniciou as atividades neste enfoque
e precisou criar as condi¢cdes para promover a produgdo, primeiramente do uso do etanol e,
posteriormente, do biodiesel. A LEI N° 11.097 de 13.01.2005 outorgou competéncia a ANP para

regular e fiscalizar a industria do biodiesel no Pais.
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Tabela 2. 4. Vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de catdlise usadas na producdo de

biodiesel.
Tipo Catalisadores Vantagens Desvantagens
Basico
Homogéneo NaOH, KOH Alta  atividade catalitica, Requerimento de acidez baixa,
baixo custo, cinética condicdes anidras, possivel
favoravel, condi¢cdes brandas saponificacdo, formacao de
de operag@o. emulsdes, maior quantidade de
lavagens para purificacdo,
descartavel.
Heterogéneo CaO, CaTiOs;, CaZrO;, Nio corrosivo, Requerimento de acidez baixa, altas
Ca0-CeO,, CaMnO;, ambientalmente amigdvel, relagdes molares de o6leo: dlcool,
CaFe,05, KOH/AL,O4/KI, reciclavel, menos problemas altas temperaturas e pressdes de
ETS’10 zeolite, de descarte, facil separagdo, reagdo, limitagdes de difusdo, alto
alumina/silica  suportado alta seletividade, longa vida.  custo.
em K,CO;
Acido
Homogéneo Acido sulfirico Catdlise simultanea de Necessidade de equipamentos com
concentrado esterificacao e material anticorrosivo, dificuldade
transesterificacao, evita de reciclo, altas temperaturas de
formacdo de sabao. reacdo, longos tempos de reacdo,
baixa atividade catalitica.
Heterogéneo Zn0O/1,, Zr02/802'4, TiO,/
502'4, catalisador acido de
carbono com base solida, Catdlise simultinea de Baixa concentracdo local de acidez,
catalisador derivados de esterificagdo e baixa micro porosidade, limitagdes
carbo-hidratos, fosfato de transesterificagdo, reciclavel, de difusio, alto custo.
vanddio, acido nidbico, ambientalmente amigdvel.
sulfato de zircOnio,
Amberlyst-15, Nafion-
NR50
Enzimas Candida antartica fragdo B Evita formacdo de sabdo, ndo Alto custo, desnaturagdo

lipase, Rhizomucor mieher
lipase.

poluente, facil purificacdo.

Fonte: (LEUNG, WU E LEUNG, 2010)

As especificacdes do B100, a ser misturado com o diesel mineral, sdo estabelecidas no

Brasil pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), através da
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Resolucdo n° 07 de 2008 (RANP 07/08) que substituiu a Resolucdo n° 42 de 2004, tornando os
critérios de avaliacdo da qualidade do biodiesel brasileiro mais restritivos.

Os padroes de qualidades presentes nesta resolu¢do foram constituidos com base nas
normas ASTM D6751 e EN 14214. Para que o biodiesel seja comercializado, tem que estar
dentro dos padrOes internacionais. A Tabela 2.5 mostra uma lista dos limites dos valores das
propriedades para ter um biodiesel de qualidade.

As caracteristicas do biodiesel comercial dependem das praticas empregadas no refino e
da natureza dos lipidios, 6leos ou gorduras. Vdrias propriedades sdo importantes para definir a
qualidade do biodiesel; citaremos algumas das mais importantes e a sua defini¢do, dentre elas se

encontram:

e Ponto de fulgor: limita o nivel do dlcool em excesso, que fica no biodiesel.

e Viscosidade: um valor baixo desta pode ser vantajoso para conseguir uma maior poténcia
da bomba de injecdo. Esta propriedade é afetada pela presenca de acilglicerdis parciais e
glicerol no biodiesel (glicerina livre e glicerina total).

e C(Cinzas sulfatadas: uma quantidade alta pode afetar os injetores, filtros e bomba de
injecdo, também gerar desgaste nos pistdes e anéis do motor. Decorrente do residuo de
catalisador no biodiesel.

e Enxofre: O efeito de altas concentracdes de enxofre pode contribuir no desgaste do motor
e ¢ um dos maiores poluentes ambientais.

e Indice de cetano: é uma medida da qualidade de ignicdo do combustivel e do processo de
combustao.

e Ponto de névoa: define a temperatura a qual aparece a névoa no combustivel.

Estas propriedades precisam ser medidas e ndo podem superar os limites para ter um bom
desempenho do biocombustivel. Outra caracteristica que se deve ter em conta € 0 armazenamento
do biodiesel. Alguns estudos mostram que o biodiesel pode degradar muito mais rdpido do que o
diesel, além de poder aumentar muito rdpido os valores de acidez, viscosidade e pode formar
sedimentos (BUCKER et al., 2011); esta caracteristica pode ser melhorada com uso de aditivos

para melhorar a estabilidade do produto final.
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Tabela 2. 5. Especificacdes das normas ANP 07/2008, ASTM D6751 e EN14214

CARACTERISTICA UNIDADE Brasil UE EUA
ANP 07/2008 EN 14214 ASTM D6751
Aspecto - Limpido e isento - -
de impurezas

Massa especifica * kg/m’ 850-900 a 20 °C 860-900 a 15 °C -
Viscosidade cinematica a mm?/s 3,0-6,0 3,5-5,0 1,9-6,0
40 °C *
Agua e sedimentos, max. * % volume —— —— 0,05
Ponto de fulgor, min. * °C 100 120 130
Destilacao; 90% vol. °C - - 360
recuperados, max. *
Residuo de carbono dos, % massa Em 100% da 10% residual da Em 100% da
max. * amostra destilagcdo amostra

0,050 0,3 0,05
Cinzas sulfatadas, max. * % massa 0,020 0,02 -
Enxofre total, max. * mg/kg 50 10 15
Corrosividade ao cobre, 3 h - 1 1 3
a 50 °C, max. *
Numero de cetanos * - Anotar 51 (min.) 47 (min.)
Ponto de entupimento de °C 19 Por regiao -
filtro a frio, max.*
Ponto de fluidez * °C - Por regiao -
Ponto de nuvem * °C - -—-- Registrar
Sédio + Potdssio, max mg/kg 5 5 -
Cilcio + Magnésio, max mg/kg 5 5 -
Fésforo, max mg/kg 10 10 10
Contaminagao total, max mg/kg 24 24 ---
Indice de acidez, max. mg KOH/g 0,5 0,5 0,5
Glicerina livre, max. % massa 0,02 0,02 0,02
Glicerina total, max. 9% massa 0,25 0,25 0,24
Monoglicerideos % massa Anotar 0,8 (méx) ---
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CARACTERISTICA UNIDADE Brasil UE EUA
ANP 07/2008 EN 14214 ASTM D6751

Diglicerideos % massa Anotar 0,2 (max) ---
Triglicerideos % massa Anotar 0,2 (méx) -—
Metanol ou Etanol, max. % massa 0,20 0,20 -—
Indice de iodo g12/100 g Anotar 120 (méx) -
Estabilidade a oxidagdo a h 6 6 -
110 °C, min

Agua, mix mg/kg 500 500 500
Acido linolénico % massa - 12 max -
Metil ésteres com mais que Y%omass - 1 max -

4 insaturagdes

*Parametros tipicos da normatizac¢io do diesel mineral

Fonte: (LOBO E FERREIRA, 2009).

2.2 MICROALGAS

Segundo Li et al. (2008), as microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos procariontes
ou eucariontes, que t€ém alto crescimento e altas taxas fotossintéticas devido a sua estrutura
simples. O site da algaebase (GUIRY E GUIRY, 2013) tem 131.898 espécies e nomes de algas
na base de dados.

Cinco grupos sdo os que mais se destacam nas microalgas, estes sao:
1. Cyanophyta, ou Cianobactérias;
2. Chlorophyta,
3. Euglenophyta;
4. Chromophyta;
5. Rhodophyta.

As microalgas estdo presentes em todos os ecossistemas existentes na terra. Sdo
encontradas no ambiente marinho, em dgua doce e no solo, sendo consideradas responsaveis por

pelo menos 60% da produgdo de matéria organica da biosfera. O nimero de espécies destes
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z

organismos ndo é conhecido exatamente, no entanto, sio encontradas citacdoes que relatam a
existéncia de 50.000 espécies (UTEX, 2013), mas perto de 30.000 espécies t€ém sido estudadas e
analisadas (RICHMOND, 2004). Atualmente, encontram-se mais de 200 mil espécies, no
entanto, nem todas foram nomeadas (GUIRY, 2012). A diversidade das espécies de microalgas
reflete-se também em sua composi¢do bioquimica, sendo entdo uma fonte ilimitada de
bioprodutos: alimento humano, alimento para peixes, fertilizantes, betacarotenos, tocoferdis e
antioxidantes, dentre outros (NORTON, MELKONIAN E ANDERSEN, 1996; PULZ E GROSS,
2004).

Segundo Tomaselli (2004), as microalgas sdo classificadas a partir de alguns critérios,
como a natureza quimica dos produtos de reserva, diferentes tipos de pigmentos e segundo os
constituintes da parede celular, bem como aspectos como critérios citoldogicos e morfoldgicos.

Apesar das microalgas serem frequentemente consideradas fotoautotroficas, requerendo
luz para seu crescimento, um nudmero considerdvel de microalgas é capaz de crescer
heterotréficamente com um ou mais substratos organicos como fonte de energia. Para este tipo de
microalga, tecnologias de fermentacdo podem ser adotadas e modificadas para uma producdo em
grande escala de bioprodutos (WEN E CHEN, 2003).

A absor¢do da radiacdo eletromagnética pelos organismos fotossintetizantes sé € feita no
comprimento de onda entre 400 e 720 nm, isto &, no espectro visivel, e é realizada pelos
pigmentos fotossintéticos. No caso das microalgas, os pigmentos sdo classificados em grupos,
como as clorofilas, os carotendides e as ficobilinas, diferenciando-se quanto a capacidade de
absorcao luminosa e composi¢do quimica (FRANCISCO, 2010).

O estudo de microrganismos, microalgas, fungos e bactérias vem intensificando sua
importancia para utilizagdo em diversas dreas (SPOLAOREA et al., 2006). As microalgas sdo os
unicos microrganismos que sao capazes de converter luz solar, dgua e CO, em biomassa
contendo alto conteddo de lipidios, os quais sdo usados para a produgdo de biodiesel (LI et al.,
2011). Além do seu potencial para o uso em producdo de biocombustiveis e fixagdo de CO,,
também hd a possibilidade de obtencdo de produtos quimicos, alimentos e aplicacdo no
tratamento de dguas residuais (BENEMANN et al., 2003).

As microalgas possuem caracteristicas fisico-quimicas similares aos Oleos vegetais, €

poderiam se converter na matéria prima mais eficiente para a producdo de biodiesel (GOUVEIA
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E OLIVEIRA, 2009), j4 que tem vdrias vantagens em relacdo aos Oleos vegetais com maior
quantidade de lipidios, como € o caso do 6leo de palma. Caso a produ¢do de microalgas possa ser
escalonada industrialmente, menos de 6 milhdes de hectares no mundo seriam necessarios para
responder a atual demanda de combustiveis, um montante inferior a 0,4% das terras ardveis, o

que seria uma meta representativa para a agricultura global (SHEEHAN et al., 1998).

2.2.1. Espécies de microalgas

Muitas espécies de microalgas podem ser induzidas para acumular quantidades
substanciais de lipidios. A média da percentagem de lipideos varia entre 1 e 70%, mas t€m-se
encontrado espécies de microalgas com contetidos de até 75% em massa, como € o caso da
Botryococcus braunii (VELICHKOVA E GEORGIEV, 2012). A Tabela 2.6 mostra a quantidade
e produtividade de lipidios e a produtividade de biomassa por drea de diferentes espécies de

microalgas.

Tabela 2. 6. Contetido de lipidios e produtividades de diferentes espécies de microalgas,

Contetdo lipidios Produtividade Produtividade Produtividade de
Espécies de algas (% massa biomassa de lipidios volumétrica de biomassa por area
seca) (mg/L/dia) biomassa (g/L/dia) (g/m?/dia)
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 - - 11,5-17.4
Botryococcus braunii 25,0-75,0 - 0,02 3,0
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8 0,07 -
Chaetoceros calcitrans 14,6-16,4/39,8 17,6 0,04 -
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0 0,036-0,041 0,91-0,97
Chlorella protothecoides 14,6-57,8 1214 2,00-7,70 -
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 44,7 0,23-1,47 -
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2-40,0 0,02-0,20 0,57-0,95
Chlorella pyrenoidosa 2,0 - 2,90-3,64 72,5/130
Chlorella 18,0-57,0 18,7 - 3,50-13,90
Chlorococcum sp 19,3 53,7 0,28 -
Crypthecodinium cohnii 20,0-51,1 - 10,0 -
Desmodemus sp. 19,6-21,1 40,8-53,9 0,03-0,26 2,43-13,52
Dunaliella salina 6,0-25,0 116,0 0,22-0,34 1,6-3,5/20-38
Dunaliella primolecta 23,1 - 0,09 14,0
Dunaliella tertiolecta 16,7-71,0 - 0,12 -
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Contetdo lipidios Produtividade Produtividade Produtividade de
Espécies de algas (% massa biomassa de lipidios volumétrica de biomassa por area

seca) (mg/L/dia) biomassa (g/L/dia) (g/m?dia)
Dunaliella sp 17,5-67,0 33,5 - -
Ellipsoidion sp 27,4 473 0,17 -
Euglena gracilis 14,0-20,0 - 7,70 -
Haematocuccus pluvialis 25,0 - 0,05-0,06 10,2-36,4
Isochrysis galbana 7,0-40,0 - 0,32-1,60 -
Isochrysis sp 7,1-33,0 37,8 0,08-0,17 -
Monodus subterraneus 16,0 30,4 0,19 -
Monallanthus salina 20,0-22,0 - 0,08 12,0
Nannochloris sp 20,0-56,0 60,9-76,5 0,17-0,51 -
Nannochloropsis oculata 22,7-29,7 84,0-142,0 0,37-0,48 -
Nannochloropsis sp 12,0-53,0 37,6-90,0 0,17-1,43 1,9-5,3
Neochloris oleoabundans 29,0-65,0 90,0-134,0 - -
Nitzschia sp 16,0-47,0 - - 8,8-21,6
Oocystis pusilla 10,5 - - 40,6-45,8
Pavlova lutheri 35,5 40,2 0,14 -
Phaeodactylum tricornutum 18,0-57,0 44,8 0,003-1,9 2,4-21
Porphyridium cruentum 9,0-18,8/60,7 34,8 0,36-1,50 25,0
Scenedesmus obliquus 11,0-55,0 - 0,004-0,74 -
Scenedesmus quadricauda 1,9-18,4 35,1 0,19 -
Scenedesmus sp 19,6-21,1 40,8-53,9 0,03-0,26 2,43-13,52
Skelotenema sp 13,3-31,8 27,3 0,09 -
Skelotenema costatum 13,5-51,3 17,4 0,08 -
Spirulina platensis 4,0-16,6 - 0,06-4,3 1,5-14,5/24-51
Spirulina maxima 4,0-9,0 - 0,21-0,25 25,0
Thalassiosira pseudonana 20,6 17,4 0,08 -
Tetraselmis suecica 8,5-23,0 27,0-36,4 0,12-0,32 19,0
Tetraselmis sp 12,6-14,7 434 0,30 -

Fonte: Adaptado de (MATA, MARTINS E CAETANO, 2010)

As microalgas mais comuns (Chlorella, Crypthecodinium, Cylindrotheca, Dunaliella,

Isochrysis,

Nannocholris,

Nannochloropsis,

Neochloris,

Nitzschia,  Phaeodactylum,

Porphyridium, Schizochytrium, Tetraselmis) conseguem niveis de 6leo entre 20 e 50% e podem

alcangar altas produtividades.

A sele¢do da microalga mais adequada para se trabalhar depende de vérios fatores, como

por exemplo, a habilidade da microalga em assimilar os principais nutrientes usados, as
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especificagdes para seu crescimento, a composi¢do de acidos graxos, carboidratos, proteinas,
entre outros. Também vai depender do uso da biomassa, ja que véarios biocombustiveis podem ser
gerados a partir desta.

A microalga Desmodesmus sp. pertence ao grupo Chlorophyta. E uma alga eucaridtica,
verde, de forma elipsoidal a ovéides, se distribui em unicelular ou em cendbio de 2-4-8-16
células. A Desmodesmus sp. pode acumular até 21% de lipidios na sua célula, mas estudos
recentes com algas do mesmo género Desmodesmus t€m conseguido maiores porcentagens de
lipidios, com deficiéncia de nutrientes no meio de cultivo (PAN et al., 2011) (SAMORI et al.,
2013). Esta deficiéncia de nutrientes tem sido estudada em vdérias espécies de microalgas,
aumentando a porcentagem de lipidios (ADAMS et al,, 2013) e com diferentes tipos de
nutrientes, entre eles nitrogénio e foésforo (RUIZ-MARIN, MENDOZA-ESPINOSA E
STEPHENSON, 2010). Uma das vantagens deste gé€nero € sua alta produtividade, j4 que
alcancam o seu maior crescimento em até 14 dias. Comparando com as microalgas oleaginosas
como, por exemplo, a Botryococcus braunii, que demoram até 38 dias para atingir seu maior
crescimento, o tempo chega a ser 2,5 vezes menor.

A escolha do meio de cultivo, sistema (aberto ou fechado), crescimento (autotréfico,
mixotréfico ou heterotr6fico) ou processo (continuo, semicontinuo, batelada) depende

exclusivamente da espécie de microalga.

2.2.2. Sistema para o cultivo

As microalgas podem viver e crescer em uma ampla faixa de condi¢des do meio do
cultivo, incluindo escassez de nutrientes e outras condi¢des adversas, como contaminacdo. O
cultivo de microalgas pode ser realizado em diversos sistemas, variando-se o seu volume. O
sistema de cultivo por empresas ndo possui muita sofisticacao, sendo em alguns casos em tanques
abertos sem total controle de parametros ambientais, ocasionando problemas de producdo. Esses
aspectos levaram a um aumento nos estudos de biotecnologia das microalgas, resultando no
recente uso de fotobiorreatores, que sdo sistemas onde se controlam os parametros ambientais,

viabilizando a produg@o industrial de produtos de alto valor comercial (RODOLFI et al., 2009).
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Virias vantagens do cultivo de microalgas podem ser aproveitadas, para levar a produgdo
em larga escala. Os cultivos podem ter 4gua marinha, de estudrios, provenientes de diversos
processos de producdo, como agropecudria, industrial e dejetos domésticos. A indugdo da sintese
e acumulo de altas concentragdes de compostos que apresentam um elevado valor comercial,
como carboidratos, proteinas, lipidios, entre outras substancias, pode ser visualizada através da
manipulacdo das condicdes ambientais de cultivo, como por exemplo, a temperatura, luz, pH e
nutrientes. Tais cultivos sdo considerados sistemas bioldgicos eficientes na utilizacdo da energia
solar para a produgdo de matéria orginica, obtendo maior produtividade de biomassa
comparando-se com espécies terrestres.

A maioria das microalgas possui ciclo de vida completo em poucas horas, fator que
favorece a selecdo de cepas e o melhoramento genético. O fato de serem unicelulares assegura a
biomassa uma homogeneidade na composicao bioquimica, ao contrario de plantas terrestres, onde
compostos de interesse se localizam em partes especificas como folhas, sementes, raizes e frutos
(COHEN, 1986).

As microalgas tém necessidade de uma série de nutrientes, os quais sdo divididos em
macronutrientes € micronutrientes. Como macronutrientes tém-se carbono, nitrogénio, oxigénio,
hidrogénio e fésforo, que sdo considerados como essenciais e, também calcio, magnésio, enxofre
e potdssio. No caso dos micronutrientes, t€ém-se ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto;
algumas espécies também necessitam de baixas concentragdes de vitaminas (GUILLARD, 1975).

O carbono constitui em torno de 50% da biomassa da microalga e, em cultivos, pode ser
considerado como o macronutriente mais importante, podendo ser o componente limitante no
cultivo (ABALDE, FIDALGO E TORRES, 1995). A fonte de carbono mais utilizada para o
crescimento de microalgas é o di6xido de carbono (CO;), provavelmente por ter uma difusao
rapida para o interior das células, sendo usado diretamente em processos de fixacdo (RAVEN,
1988).

As microalgas podem ter vdrios tipos de metabolismos, autotréficas, heterotréficas ou

mixotréficas. O metabolismo é um fator importante para determinar o sistema de cultivo:
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e Autotréficamente: usa a luz como a tnica fonte de energia para a fixacdo de CO,
pela oxidagdo de substratos; a energia € convertida em energia quimica por meio de
reacoes de fotossintese.

e Heterotréficamente: usam s6 componentes organicos como fonte de energia, como o
carbono que € usado como fonte de energia e para a constru¢do de biomassa.

e Mixotréficamente: Utiliza tanto de uma fonte de energia quanto a fonte de carbono.

Dentre esses, o cultivo mixotréfico pode se apresentar como o processo mais eficiente
para a producdo de biomassa, j4 que o uso simultineo do diéxido de carbono e do carbono
organico implica em uma economia na energia gasta para a sintese de todo o aparato
fotossintético e para a fixacdo de carbono (LEE, 2004) (WANG et al., 2012). Para uma escolha
correta do meio de cultivo a ser utilizado, é necessdrio levar em consideracdo o tipo de cepa
utilizada e o produto desejado, como biomassa, lipidios, carboidratos, proteina e/ou pigmentos,
entre outros (JIANG, 1999; ARAVANTINOU, THEODORAKOPOULOS E MANARIOTIS,
2013).

2.2.3. Sistemas para produciao de biomassa de microalgas

Virios sistemas podem ser usados para a produ¢do de biomassa de microalgas, Mas no
geral, podem ser usados para o crescimento, sistemas abertos ou sistemas fechados, podendo ser

dos mais variados desenhos e operados de diferentes maneiras.

2.2.3.1. Sistemas abertos

Estes sistemas sdo os mais utilizados em escala industrial, pois s@o mais baratos, sua
construgdo € simples e sdo de fécil operacao. Existem desde corpos de dgua naturais, como lagos
e lagoas e lagos artificiais como os circulares, os inclinados, os de sem mistura e os tipo raceway.
Os mais usados sdo os de tipo raceway, os quais sdo canais de recirculagdo de ciclo fechado,
normalmente ovais ou sinuosas. Nestes sistemas, a agitacao € feita por uma roda de pds ou por
aeracdo, formando um sistema homogéneo. O in6culo e meio de cultivo fresco sdo agregados

continuamente. Varios inconvenientes sao encontrados neste sistema de cultivo, como
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evaporacdo da d4gua, contaminacdo e baixas produtividades de biomassa. Mas dentre as

vantagens, estdo o uso da luz solar e um consumo de energia relativamente baixo.

2.2.3.2. Sistemas fechados

Estes sistemas sdo, geralmente, chamados de fotobiorreatores (FBRs) e foram
desenvolvidos depois de experimentar os problemas dos sistemas abertos. Um fotobiorreator é
um reator para o crescimento foto autotréfico de micro-organismos, sdo sistemas isolados do
meio externo e recipientes transparentes. Varios designs de FBRs se encontram na literatura, mas
0s mais comuns sdo os tubulares, de placas paralelas e de coluna. Estes podem ser construidos,
geralmente, em vidro ou plastico, com o qual se permite passar a luz solar e sdo orientados de
maneira a aproveitar a luz o maximo possivel. Tém-se varias vantagens no uso destes sistemas
para a producdo de biomassa: baixa contamina¢do, uma alta produtividade por unidade de area e
facilidade de controle de vérios parametros, como pH, injecao de CO,, temperatura e intensidade
de luz. Geralmente, os FBRs usam luz artificial para seu crescimento, isto gera altos custos na
producdo. A construcdo também é bem mais cara quando comparada com os sistemas abertos,
sendo esta uma de suas desvantagens, apresentam elevados custos de construcdo e operacao.

Na Tabela 2.7, é mostrada uma comparagdo das vantagens e desvantagens dos sistemas
abertos e fechados. Geralmente os sistemas abertos sdo mais econdmicos em sua constru¢do, mas
os FBRs t€ém muito mais vantagens, ja que conseguem controlar as varidveis e manter o sistema

estavel.

2.24. Producao de biocombustiveis a partir de biomassa de microalgas

Diversos produtos podem ser obtidos a partir da biomassa de microalgas, e varios destes
podem ser usados para producido de biocombustiveis. Na Figura 2.4, podem ser observados os
diversos biocombustiveis e produtos que podem ser produzidos a partir da biomassa da
microalga, isto que faz com que as microalgas sejam tdo pesquisadas atualmente. Se houver
integracdo de alguns processos, € possivel tornar a producdo de biocombustiveis um processo

economicamente viavel.
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Tabela 2. 7. Comparagdo dos sistemas abertos e fechados

Sistema de cultivo

Sistemas abertos

Sistemas fechados (FBRs)

Controle das condicdes de cultivo (pH, T, CO, Médio Facil
dissolvido)
Risco de contaminacio Alto Baixo
Evaporacio da dgua Alto Baixo
Produtividade por m” Media Alta
Injecdo de energia Baixa Alta
Custos de construcio Baixo Alto
Fonte: (LEITE, ABDELAZIZ E HALLENBECK, 2013)
Eletricidade | +—— Combustio —| Biomassa |——Extragio —> O,leo de
| microalga
Fotélise \ Fermentagao
. Transesterificagdo
Processo anaerdbico
Hidrogénio X \
Gasificag@o
Metanol I l Metano Ftanol
/
sintese
Outros componentes: DME,
etileno, acido acético,.....
v
Gasolina Nafta Querosene Diesel

Figura 2. 4. Diversos produtos energéticos a partir da biomassa da microalga

Fonte: Adaptado (TABERNERO, MARTIN DEL VALLE E GALAN, 2012)

O foco deste trabalho € a utilizagdo dos lipidios da biomassa para a produgdo de biodiesel.
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2.2.4.1. Producao de biodiesel a partir do 6leo extraido da biomassa das microalgas

Uns dos primeiros trabalhos de cultivo de algas e aproveitamento da biomassa para a
producdo de biodiesel data de 1955 (MEIER, 1955). Inimeros trabalhos foram realizados no
sentido de explorar o potencial e a viabilidade econdémica do uso da biomassa de algas para a
geracdo de biocombustiveis, sendo a maioria desses trabalhos focados na possibilidade de
utilizagdo de CO, derivado da utilizacdo de combustiveis fosseis para potencializar o crescimento
das algas (PACKER, 2009).

Nem todas as espécies de microalgas podem acumular lipidios na sua célula e serem
consideradas como satisfatérias para a producdo de biodiesel. As microalgas diferem da maioria
dos Oleos vegetais por serem ricos em dcidos graxos mais pesados € com quatro ou mais duplas
ligacdes (BELARBI, MOLINA E CHISTI, 2000), isto faz com que o combustivel produzido a
partir deste Oleo seja quimicamente mais parecido com o combustivel féssil. Este O6leo,
comumente, acumula lipidios e dentro deles podem ser encontrados, &cidos graxos,
triacilglicerdis, glicerofosfolipideos, fosfolipidios, esfingolipidios, prostaglandinas, terpendides e
esteréeides. Nas microalgas oleaginosas, os TGs podem representar mais de 80% da fragdo total
de lipidios. O uso das microalgas ainda oferece a vantagem de ndo comprometer a producio de
alimentos, comparando-se com os 6leos vegetais.

As propriedades fisico-quimicas do biodiesel sdo bastante influenciadas pelas cadeias dos
acidos graxos livres. Por exemplo, se contém mais dcidos graxos insaturados do que saturados, o
biodiesel pode torna-se mais instavel. Na Tabela 2.8 pode-se observar o perfil de acidos graxos
de nove espécies diferentes de microalgas. Cada espécie tem um perfil caracteristico, o qual vai
definir as propriedades do biodiesel feito a partir do 6leo proveniente da microalga. Pode-se
observar que as nove espécies mostrar uma alta percentagem do acido palmitico, mas o perfil é

bem diferente uma da outra.

32



Capitulo 2- Revisao Bibliografica

Tabela 2. 8. Perfil de 4cidos graxos de diferentes espécies de microalgas

e S o = 2y - . oy
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Y ~ S N QS S g Q S ~ a

S Q i = L Z = 0] S O

< o S =
C8:0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
C10:0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C12:0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0
C13:0 00 04 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0 0,8 214 3,3 0,5 5,8 6,6 0,5 0,6 0,5
C15:0 00 22 0,4 0,3 0,5 0,4 0,4 0,6 0,5
Cl15:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2.3 2,2 2,3
C16:0 35,7 23,6 23,6 16,8 322 256 158 129 134
Cl16:1 (9) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 59 48
C16:2 (7,10) 0,0 1,7 1,4 5,1 0,0 2,7 2,1 1,5 2,2
C16:2 (9,12) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,8 0,7
C17:0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,4 0,0 0,4 0,5 0,5
C16:3 (cis 6, 9,13) 0,0 44 4,3 3,5 0,0 0,0 0,5 0,7 0,6
C16:3 (7, 10, 13) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 1,3 1,8
Cl16:4 4,7, 10, 13) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 156 170 164
C18:0 4,1 0,8 0,8 3,4 1,0 0,9 0,6 0,5 0,6
C18:1 (9) 194 1,5 3,6 15,5 20,1 3,2 7,1 4.4 5,7
C18:1 (x) 0,0 0,6 2,3 0,0 0,0 0,0 1,8 2,3 1,9
C18:2 (cis -9, 12) 0,0 0,0 0,0 35,8 1,3 0,0 12,8 85 11,8
C18:3 (cis-9, 12, 15) 0,0 0,0 0,0 14,9 0,0 0,0 1,0 1,2 1,0
Cl18:3 allcis 6,9, 12, 15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 250 323 304
C18:4 (6,9,12,15) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,5 3,7 3,1
C20:0 57 0,0 0,0 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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C20:2 (cis — 11, 14) 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 08 0,0 0,0
C20:5 (allcis)5,8,11,14,17) 11,9 9,6 12,1 0,0 83 0,0 00 09 08
C22:6 20,2 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00
C24:0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 04 0,8 0,0
C24:1 (cis - 15) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0

*() Parénteses significa o carbono onde a instauragdo estd presente

Fonte: (ISLAM et al., 2013)

Todos os processos existentes para a producdo de biodiesel a partir de microalgas incluem
uma unidade para a producdo da biomassa, onde as células crescem, estes sistemas podem ser
abertos ou fechados como foi explicado anteriormente no item 2.2.3. A seguir, ha necessidade de
se ter uma unidade de separacdo das células do meio de cultivo, a qual pode ser feita via
centrifugacdo, floculacdo, decantacdo, dentre outros. Na sequéncia, um processo de extracdo,
onde sdo separados os lipidios e a matéria prima para o processo de producao do biodiesel. Esta
extragdo pode ser feita por solventes, extracdo supercritica (HALIM et al., 2011), prensagem,
dentre outras (HALIM, DANQUAH E WEBLEY, 2012; LEE et al., 2010).

O biodiesel a partir do 6leo extraido das microalgas é produzido, geralmente, por meio da
reacdo de transesterificacdo (HOSSAIN et al., 2008) e podem ser aproveitadas as tecnologias
usadas para as outras matérias primas, ou seja, processos em reatores em batelada via catalise
homogénea, heterogénea ou enzimadtica, ou processos supercriticos, entre outros. A Figura 2.5
mostra a representacdo esquematica dos passos a serem seguidos para a produgdo de biodiesel de
microalgas.

Atualmente, novos procedimentos sdo estudados para a producdo de biodiesel para tentar
evitar alguns dos passos anteriores. A transesterificacao in situ, por exemplo, elimina a etapa de

extragcdo do 6leo (EHIMEN, SUN E CARRINGTON, 2010; HAAS E WAGNER, 2011).
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O biodiesel produzido por 6leo de microalga tem propriedades que estdo dentro das
normas ASTM, isto se pode observar na Tabela 2.9 onde se listam os valores das propriedades de
um biodiesel proveniente de d6leo de microalga, diesel e o valor limite da norma. Pode-se
observar que a viscosidade do 6leo de microalga encontra-se no valor limite desta propriedade,
isto € uma medida importante para o funcionamento do biocombustivel no motor, pois uma
viscosidade alta do combustivel, e portanto, pode criar uma heterogeneidade na combustdo do
biodiesel, devido a diminui¢do da eficiéncia de automatizagdo na camara de combustdo,

ocasionando a deposicio de residuos nas partes internas do motor. (LOBO E FERREIRA, 2009).

Selecdo da Microalga

Luz Agua co, Nutrientes
! ol il
; Cultivo da Alga
Reciclodo l
meio
Colheita

Il

Processode Separacdoda

biomassa
Reciclodos i’
nutrientes Extracdo do Oleo

-

Produgdo de Biodiesel

Figura 2. 5. Etapas de preparacdo da microalga para produgao de biodiesel

Fonte: Adaptado de (MATA, MARTINS E CAETANO, 2010)
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Tabela 2. 9. Comparacgado das propriedades do biodiesel proveniente do 6leo de microalga, diesel

convencional e a norma ASTM para biodiesel

Propriedade Biodiesel Diesel ASTM biodiesel

microalga standard
Massa especifica (Kg L'l) 0,864 0,838 0,84-0,90
Viscosidade (mm’s™, ¢St a 40°C) 5.2 1,9-4,1 3,5-5,2
Ponto de fulgor (°C) 115 75 Min 100
Ponto de solidificagcdo (°C) -12 -50 -
Temperatura limite de filtrabilidade (°C) -11 -3 (max -6,7) Verao max 0
Acidez (mg KOH g™ 0,374 Max 0,5 Max 0,5
Calor especifico (MJ Kg™) 1,81 1,81 -

Fonte: (HUANG et al., 2010)

2.3 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste capitulo foram descritos a terminologia e os processos a serem estudados no
trabalho de tese. Estudaram-se o histérico e os diferentes processos de producdo de biodiesel, as
espécies de microalgas, seu crescimento e sua alta potencialidade para producio de biodiesel. As
microalgas, apesar de ser uma matéria nova de estudo para os biocombustiveis, € uma matéria
prima promissora. Assim, este trabalho visa estudar as condi¢des de crescimento da microalga
Desmodesmus sp. para contribuir nesta drea de desenvolvimento, que € a producdo de biodiesel a

partir do 6leo extraido das microalgas.
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3. METODOLOGIA

A metodologia, de uma forma geral, que foi realizada para o desenvolvimento do trabalho
¢ mostrada na Figura 3.1. Duas etapas de pesquisa podem ser observadas; a primeira, que envolve
o trabalho feito com a microalga Desmodesmus sp. e, dentro desta, trabalharam-se os trés
sistemas de cultivo para o crescimento: autotréfico, heterotréfico e mixotréfico. Os sistemas
usados para o crescimento foram abertos e fechados e em volumes desde Erlenmeyer de 250 mL
até tanques de 500L. A segunda etapa foi o trabalho com o 6leo sintético, onde foi possivel
estudar a reacdo de transesterificacdo. Foram realizados estudos de catdlise da reacdo e alcool
empregado. Foi realizado um planejamento de experimentos para observar o comportamento das
varidveis que influenciam na reacdo de transesterificacdo.

Este capitulo foi dividido em quatro subcapitulos. No primeiro, sdo mostrados os
materiais € métodos empregados para o cultivo autotréfico da microalga Desmodesmus sp. No
segundo € mostrado o desenvolvimento do cultivo heterotrofico, no terceiro € descrita a
metodologia para o cultivo mixotréfico e a comparagdo com os dois anteriores e, por ultimo,

estudou-se o 6leo sintético e se detalharam as metodologias em equipamentos de anélise.
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3.1.CULTIVO AUTOTROFICO

Este cultivo autotréfico foi realizado na Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP.
Nele, trabalhou-se com sistemas fechados, agitacdo por meio de ar, luz sintética e fotoperiodo de
12 horas. J4 na Universidade Federal do Parand, UFPR, o crescimento foi em tanques abertos,

aproveitando-se a luz solar.

3.1.1. Micro-organismo

A microalga identificada como Desmodesmus sp. foi doada pelo Laboratério de Pesquisas
com Organismos Aquéticos (LAPOA) do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais
(GIA) da Universidade Federal do Parand (UFPR), Curitiba/Parani. A cepa doada é mostrada na
Figura 3.2. Esta cepa foi obtida junto ao CEPPA/UFPR, onde era usada para alimentar défnias
usadas em ensaios de toxicologia. A cepa foi mantida em meio sintético sobre condi¢des

controladas de temperatura média de 27°C e fotoperiodo de 12 horas.

20 pm

® @ o f;

Figura 3.2. Microalga Desmodesmus sp. doada pelo Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos

Ambientais (GIA)
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3.1.2. Meio de Cultivo

Dois meios de cultivo foram testados: o meio Guillard f/2 (GUILLARD E RYTHER,
1962) e 0 BG-11 (RIPPKA et al., 1979). Na preparacdo dos meios de cultivo se misturaram todos
0s sais, metais e vitaminas que contém o meio e o pH foi ajustado a um valor de 7,5, para o BG-
11 e para o Guillard f/2 em 8,0. O meio de cultivo, Erlenmeyer, bomba de ar, mangueiras, e
elementos usados foram esterilizados em uma autoclave vertical, marca Phoenix Luferco, modelo
AV-50 Plus, a uma temperatura de 121°C durante um tempo de 15 minutos, para evitar
contaminacao.

A composi¢do dos meios de cultivo e as concentragdes de todos os componentes sao

mostrados na Tabela 3.1 e Tabela 3.2 para o Guillard /2 e para o BG-11, respectivamente.

Tabela 3. 1. Composi¢ao meio de cultivo Guillard {/2

Componente Composicao (mg L'l)
NaNO; 750
NaH2P04.H20 5
NaQSiO3.9H20 300

f/2 Solucao de metais

FeCl5.6H,O 3,15
Na,EDTA.2H,0 4,36
CuS04.5H,0 9,8
Na,Mo00,4.2H,0 6,3
ZnS0,4.7H,0 22
CoCl, 6H,O 10
MnCl,.4H,0O 180
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Componente Composicao (mg LY

Solucio de vitaminas

tiamina HCI (vit. By) 200
biotina (vit. H) 0,1
cianocobolamina (vit. By») 1

Tabela 3. 2. Composicao meio de cultivo BG-11

Componente Composicao (mg LY
NaNOs3 1500
KoHPO4 40
CaCl,.2H,O 30
Na,COs 19
MgS0,4.7H,0 8
CsHgO7.H,O 7
Citrato de amonio e ferro (I1I) 6
H;BO; 3
MnCl,.4H,0 2
Na,EDTA.2H,0 0,7
Na,Mo00,.2H,O 0,4
ZnS04.7H,0 0,2
CuS04.5H,0 0,1
Co(NO3),.6H,O 0,05
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3.1.3. Crescimento

O crescimento no laboratério da UNICAMP foi feito em vdrios tamanhos de recipiente e
em sistemas fechados. Inicialmente, a cepa da microalga foi recebida em um tubo de ensaio de 75
mL de volume. Essa cepa foi reproduzida em Erlenmeyer de 200, 500 e 1000 mL e 6000 mL e
tanque de 30L. Este aumento de escala foi realizado introduzindo 10% do indculo da escala
anterior para a escala seguinte. Para o crescimento em pequena escala foi usada uma camara com
um banco de luzes, projetada no laboratério BIOEN da Faculdade de Engenharia Quimica, usada
no desenvolvimento da dissertacdo de mestrado que foi desenvolvida na producdo de etanol a
partir da microalga Chlorella vulgaris (KLEIN, 2013); o equipamento pode ser visto na Figura

3.3 (a) e na Figura 3.3 (b), pode observar-se o crescimento de um cultivo de Desmodesmus sp.

(a) (b)

Figura 3.3. Equipamento de crescimento da microalga Desmodesmus sp. (a) banco de

luzes, (b) cultivo em crescimento.

Com o objetivo de obter uma grande quantidade de biomassa para conseguir produzir o
biodiesel, o crescimento foi aumentado a tanques. Estes tanques sdo abertos, de material pldstico
e contém volumes de 200 e 500 L. Este crescimento foi feito no GIA-UPFR e sd@o mostrados na

Figura 3.4.
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Figura 3.4. Crescimento em tanques abertos no GIA-UPFR.

3.1.4. Estresse de nutrientes (Nitrogénio)

Este estudo de deficiéncia de nutrientes (nitrogénio) foi realizado com o objetivo de
aumentar o acdmulo de lipidios na célula da microalga pelo estresse que gera na célula esta
deficiéncia. Neste procedimento, retirou-se parte do nitrogénio contido no meio de cultivo;
porcentagens de 100%, 50%, 25% e 0% de nitrogénio do meio BG-11 foram estudados, com o
objetivo de aumentar a porcentagem de lipidios. As concentracdes do nitrogénio no meio sao
mostradas na Tabela 3.3. Inicialmente, o crescimento comecou no meio BG-11, sem
modificagdes. No sexto dia de crescimento, quando o cultivo tinha atingido a fase exponencial, a
biomassa foi retirada do meio e quatro meios de cultivo foram iniciados. Foi monitorado o

crescimento e a quantidade de lipidios durante sete dias.

Tabela 3. 3. Composicao de nitrogénio no meio de cultivo

Nomenclatura Concentraciao inicial de NaNO; (mg.L'l)
ON 0

25N 375

SON 750

100N (sem modificacoes) 1500
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3.1.5. Métodos

3.1.5.1. Massa celular

O crescimento celular foi medido por duas vias. Dependendo da etapa, a contagem foi

feita de forma direta ou por meio de espectrofotometria UV/visivel.

3.1.5.1.1. Microscopio

A densidade celular foi medida por contagem direta das células por meio do microscopio
Olympus CX21 (Figura 3.5) usando uma camara de Neubauer, mostrada na Figura 3.6 (a). O
procedimento de contagem € mostrado na Figura 3.6 (b); é contado o nimero de células contidas
nos quadros pretos, nas duas secdes da cAmara. Somam-se os valores e o nimero de células/mL

de meio, é:

Células ) .
= #células contadas * 1000/0,02 Equacdo 3. 1

mL

Figura 3. 5. Microscépio 6ptico Olympus CX21
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(@) (b)

Figura 3. 6. (a) Camara de Neubauer, (b) Contagem de células

3.1.5.1.2. Espectroscopia UV/Visivel

Foi usado um espectrometro Cintra 10e, mostrado na Figura 3.7. As leituras foram feitas
em um comprimento de onda de 684 nm. Foi feita uma curva de calibracdo para, a partir da

leitura da absorbancia fornecida pelo equipamento, conseguir obter as g/mL da microalga.

Figura 3. 7. Espectrometro Cintra 10e UV/visivel
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3.1.5.2. Recuperaciao da biomassa

Assim que a microalga atinge a quantidade maxima de células, ela precisa ser retirada do
meio de cultivo. Isto foi feito por meio da operac¢do de centrifugacdo. Foi usada uma centrifuga
Eppendorf 5810R, mostrada na Figura 3.8. A operacdo de centrifugacdo foi feita a uma
velocidade de 10000 rpm, uma temperatura de 4°C e durante 20 minutos. A biomassa precipita e

o meio de cultivo € retirado.

Figura 3.8. Centrifuga Eppendorf 5810R

3.1.5.3. Secagem da biomassa

O processo de secagem da biomassa € importante para o processo de extragao dos lipidios
e 0 objetivo desta etapa é retirar a maior quantidade de residuo de dgua. O processo foi feito por

duas vias:

3.1.5.3.1. Estufa

O processo de secagem foi feito em estufa, a uma temperatura média de 104°C, durante

24 horas até obter peso constante.
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3.1.5.3.2. Liofilizador

O processo foi feito em um liofilizador da LABCONCO, mostrado na Figura 3.9.
Primeiramente, a biomassa € passada por um fluxo de nitrogénio para congelar a amostra, a
seguir, ela € introduzida na camera de vacuo, onde a dgua congelada passa ao estado gasoso e,
entdo, € retirada completamente da biomassa. Geralmente, este processo demora 24 horas, mas

dependendo da quantidade de biomassa, pode demorar um pouco mais.

Figura 3.9. Liofilizador LABCONCO

3.1.54. Quantificacido de pigmentos: clorofila e carotendides

A concentragdo da clorofila e carotendides foi determinada usando o método
espectrofotométrico. Volume de 1 - 2 mL de suspensdo algal foi centrifugado a 12.000 rpm
durante 6 minutos; separadas as duas fases, o sobrenadante foi descartado. A biomassa foi lavada
com 4gua deionizada e a solucdo foi centrifugada novamente. Foi retirada a 4gua e adicionado 1
mL de metanol (99,9%) e deixou-se incubando a 4°C durante 12 horas. Estes extratos foram

protegidos da luz a fim de evitar a decomposi¢ao dos pigmentos.
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O conteddo dos pigmentos no sobrenadante foi calculado medindo a absorbancia (A) num
espectrofotometro e as concentracdes em pg/mL foram calculadas pelas seguintes equagdes

(Becker, 1994) (Ritchie, 2006):

Clorofila a (Tp:l—i) = —8,3 Agso + 16,5 Aggs Equagdo 3.2
Clorofila b (:;—‘g) = 33,8 Agso — 12,5 Ages Equacdo 3.3
Clorofila total (rprll_i) = Clorofila a + Clorofila b Equacgdo 3.4

Carotenoides (:l—'i) = 44,50 Equagdo 3.5

Onde Ayg0, Ags0, Ages € 0 valor da absorbancia a 480, 650 € 655 nm, respectivamente.

3.1.5.5. Extracao de lipidios

A extracdo de lipidios foi feita pelo método de Bligh & Dyer (1959), mostrado na Figura
3.10. Neste método, uma mistura de metanol/cloroférmio (2:1) e dgua foi utilizada. O
procedimento € manter a biomassa em contato com a mistura de solventes durante um periodo de
30 minutos com forte agitacdo em um vortex. S3o adicionados na mistura dgua e cloroférmio e
misturados por 2 min. A seguir, a mistura € centrifugada a uma velocidade de 5000 rpm durante
10 minutos. Depois da centrifugacdo, a mistura € dividida em trés fases: a fase superior € a
metanodlica; a fase do meio é a proteina; e a fase inferior, contendo o cloroférmio, é a fase
organica, concentrada em lipidios. O cloroférmio foi separado dos lipidios passando uma
corrente de nitrogénio gasoso que arrasta o cloroférmio ou por meio de secagem numa estufa a
104°C durante 12 horas. Por fim, sdo obtidos os lipidios, os quais foram quantificados por
gravimetria em balanca analitica até conseguir peso constante em dessecador. A porcentagem foi

calculada mediante a Equacdo 3.6:

massa depois da extrag¢do Equacdo 3. 6

%Lipidios = ——
massa inicial da amostra
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)
Aguae
Cloroféormio Metanol
—1— L — == —
Metanol Agua
Agua Proteina
Cloroférmio
Biomassa Biomassa e Lipidios
Adicéo de solventes Agitacao Adicado de solventes Agitacao Adicédo de solventes
=30 min t=2min
Figura 3.10. Método Bligh & Dyer
3.1.5.6. Identificacao de lipidios

Esta etapa foi realizada s6 para os experimentos de estresse de nitrogénio. Os lipidios
foram identificados qualitativamente por meio de fluorimetria e por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier em inglés Fourier transform infrared spectroscopy

(FT-IR). A seguir, sdo detalhados os métodos usados.

3.1.5.6.1. Analise por fluorimetria

Esta andlise foi realizada com o objetivo de identificar o aumento de lipidios por dia no
estudo de deficiéncia de nutrientes. O método usado foi adaptado dos métodos descritos no
(ELSEY et al., 2007) e (CHEN et al., 2009). Foi usado um fluorimetro HITACHI F4500.
Aliquotas por dia no processo de estresse de nutrientes foram retiradas e incubadas durante 12
horas com dimetil sulféxido (DMSO). Apds a incubagdo, fez-se a contagem de células, mantendo
em todas as amostras a mesma quantidade de 2 Mcélulas/mL. Foi adicionada, entdo, 3 pL. de uma
solugdo de vermelho de Nilo, Nile Red (9-dietilamino-5H-benzo[a]fenoxazina-5-ona), diluido em
acetona (0,1 mg/mL) e incubado por 10 minutos. A leitura foi feita em condi¢des de
comprimento de onda de excitagdo de 515 nm e em uma faixa de emissio de 515-800 nm. Estas
andlises foram feitas no Laboratério de Biomembranas do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Biologia da UNICAMP. Uma curva tipica gerada pela andlise € mostrada na Figura

3.11, onde € facil identificar os lipidios e a clorofila de maneira qualitativa.
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Figura 3. 11. Curva tipica gerada por fluorimetria

Fonte: (CURADO, 2011)

3.1.5.6.2. Analise FT-IR

Esta andlise foi realizada diretamente da biomassa seca com o objetivo de verificar
qualitativamente a composi¢cdo da biomassa. Geralmente, estes resultados sio mostrados em
valores de transmitincia. Neste trabalho, os resultados sdo mostrados em absorbancia posterior
comparacdo com o trabalho de (PISTORIUS, DEGRIP E EGOROVA-ZACHERNYUK, 2009),
neste trabalho foi estudada a quantidade de proteina, carboidratos e lipidios em biomassa de
diferentes espécies de microalgas. As principais classes de biomoléculas (proteinas, lipidios,
carboidratos) da biomassa podem ser identificadas devido a sua absor¢do em regides de
frequéncia diferentes na regido de infravermelho médio do espectro: 1.500-1.700 cm’! para
grupos peptideos amida (BANDEKAR, 1992), 1.700-1.750 cm™ para C=0 grupos de ésteres
lipidicos, 2.800-3.000 cm™ para lipidios de cadeias acil (CHAPMAN et al., 1967), 1.000 - 1.200
cm™ para as ligagdes C-OH e C-O-C, grupos de carboidratos (HINENO, 1977; TEWARI E
IRUDAYARAJ, 2004).

A andlise foi feita em um Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier,
modelo Nicolet 6700 (Madison,USA), marca ThermoScientific, por Refletancia Total Atenuada
(ATR) com o acessério SMART OMNI-SAMPLER na faixa de 4000-675 cm’™, resolucao de 4
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cm” e SCAN 32. Esta andlise foi feita no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracio
(LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP.

As bandas de interesse foram identificadas como proteina na banda de amida II, ao redor
de 1545 cm™, os lipidios, por possuirem composi¢io heterogénea, se identificaram nas ligacdes
C-H, em duas bandas entre 2984 e 2780 cm'l, como mostrado na Figura 3.12. A banda do CO,
foi identificada em 2360 cm™. Nio foi possivel identificar os carboidratos nas amostras, mas eles
aparecem nas bandas entre 1180 e 1133 cm™’. Nessa banda, o pico emitido foi muito largo e
portanto, ndo se pode afirmar que sejam os carboidratos. Por dltimo, se encontra a banda de C-N

ao redor de 1360 cm™.
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Figura 3. 12. Curva andlise FT-IR

3.1.5.7. Scale up

O aumento de escala para o crescimento foi progressivo até chegar num tanque de 30 L. O
cultivo foi iniciado em Erlenmeyer de 1 L. Foram colocados 400 mL de cultivo BG-11

autoclavado previamente e foi inoculado com 10% em volume da cepa. Assim que o cultivo
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atingiu o sexto dia de crescimento, 440 mL foi transferido para um recipiente de 3 L, que foi
completado com meio de cultivo novo até um volume de 2,4 L. A seguir, o cultivo foi aumentado
a 6 L e, por fim, foi inoculado o tanque de 30 L. Os Erlenmeyers de 1, 3 e 6 L sdo mostrados na
Figura 3.13 (a) e o tanque na Figura 3.13 (b). Todos foram misturados por meio de ar com auxilio

de uma bomba de aquério e para o tanque de 30 L usou-se um compressor.

(a) (b)
Figura 3. 13. Scale up do crescimento (a) Erlemenmeyer de 1, 3 e 6 L, (b) Tanque de 30 L

3.2.CULTIVO HETEROTROFICO

Este cultivo foi realizado no Instituto de Biotecnologia (IBT) da Universidade Autdnoma
do México, UNAM. Nesta etapa, foi usada a mesma cepa Desmodesmus sp. doada pelo GIA.
Inicialmente, foi realizado um isolamento de bactérias da cepa, isto foi necessario ja que o cultivo
sempre foi autotréfico e ndo precisou de controle de bactérias, mas quando se adiciona a fonte de
carbono (glicose) as bactérias comecam a se reproduzir muito rapido, acabando com as células da
microalga. Apds o isolamento de bactérias, foi realizado o estudo do crescimento heterotréfico

usando como fonte de carbono a glicose.
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3.2.1. Micro-organismo

A cepa isolada de bactérias e com a qual se trabalhou neste cultivo heterotréfico é
mostrada na Figura 3.14. Pode-se observar que o cultivo é bem mais limpo comparado com a foto
do cultivo autotréfico, que foi mostrada na Figura 3.2. Também pode-se observar a célula bem

mais definida.

Figura 3. 14. Microalga Desmodesmus sp. isolada

3.2.2. Meio de Cultivo

Nesta etapa foram usados meios liquidos e meios em dgar. Para o crescimento em placas
de 4gar foram usados 3 meios de cultivos, os quais s@o listados na Tabela 3.4. A concentragdo de
agar nos cultivos foi de 20 g/L. Para a preparacao dos meios, foram adicionados todos os
componentes; a seguir o dgar foi misturado, ajustado o pH e por fim foi autoclavado a 121°C
durante 20 min. O meio Luria Bertani (LB) é um meio rico em triptona e levedura. Este meio foi
estudado com o objetivo de ver o crescimento e a populacdo de bactérias, ja que por ser um meio
rico, as bactérias crescem muito rapido.

O meio BG-11 foi preparado da mesma maneira que o cultivo autotréfico, como

detalhado na Tabela 3.2. O meio BG-11 foi modificado (denominado BG-11 rico), no qual foram
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adicionadas levedura e peptona, e outro, adicionando a fonte de carbono, glicose, nas

composi¢Oes mostradas na Tabela 3.4.

Tabela 3. 4. Composicao dos meios de cultivo

Meio de Cultivo Componentes pH
LB 10 g/L de triptona 7,0
5 g/L. de levedura
10 g NaCl
BG-11 rico 5 mg/L de levedura 7,5

5 g/L. de peptona

BG-11 + Glicose 10 g g/LL de glicose 7,5

Para o crescimento em Erlenmeyer, foi usado meio liquido do BG-11, para a preparacdo
do meio, foram adicionados todas as solucdes estoque do meio BG-11 e, por ultimo, foram
adicionados 10 g/L. de glicose como fonte de carbono, e, adicionada uma concentragdo de

antibiotico, para garantir o meio livre de bactérias.

3.2.3. Crescimento

O crescimento para o controle de bactérias foi realizado em placas de Petri plasticas, num
banco de luzes com 24 h de luz, como mostrado na Figura 3.15. O cultivo heterotrofico foi
realizado em Erlenmeyer de 250 mL sem luz. Para isto, os frascos Erlenmeyers foram isolados da
luz, por meio de papel aluminio e papel pardo. O crescimento foi realizado em incubadora, com
agitacdo em shaker a 250 rpm e controlando a temperatura em 30°C, como mostrado na Figura

3.16.
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Figura 3. 16. Crescimento em incubadora

3.24. Controle de bactérias

Foi realizado o controle de bactérias para tentar isolar o méximo possivel a cepa da
microalga Desmodesmus sp. Neste controle, foram feitos crescimentos em placas de Petri com
meios ricos para contar a populacio das bactérias. Também foram realizados crescimentos com

antibidticos para tentar eliminar e controlar o crescimento das bactérias.

3.24.1. Identificacdo de bactérias

A 1identificacdo foi realizada pela técnica de Gram que consiste em tratar a amostra com

sucessao de reagentes como mostrado na Figura 3.17. Este método consiste em fixar a amostra do

55



Capitulo 3- Metodologia

meio de cultivo contaminado ao vidro por meio de calor. A seguir, sdo colocados os reagentes
sucessivamente, comegando por cristal violeta e deixando fixar por um tempo de 60 segundos.
Para fixar este corante € adicionado o lugol e deixado em contato durante mais 60 segundos.

Depois a amostra € lavada com um jato de dgua destilada rapidamente, e por ultimo, € adicionada

z

a safranina. Deixa-se secar e, a seguir, a amostra € observada no microscopio. Consegue-se

observar na cor violeta as bactérias Gram positivas e na cor rosa as bactérias Gram negativas.

GRAM + GRAM -

/ - A /O Fixacdo
m. Cristalvioleta
e -
ﬁ\—/: / . Descoloragao

Contra-corante
(safranina)

Figura 3. 17. Técnica de Gram

i pul

3.2.4.2. Populacao de bactérias

Este procedimento foi realizado em placas de Petri em cultivo Luria Bertani em dgar. A
cepa inoculada foi a doada inicialmente pela UFPR. Foi diluido 1 mL da cepa em 9 mL de
solugdo salina a 0,85%. Foram feitas seis diluicdes consecutivas para tentar diminuir o nimero de
colonias de bactérias e conseguir conta-las, como mostrado na Figura 3.18. Toda vez em que se
colocou a quantidade do indculo, o tubo foi agitado com o vortex durante 1 min para conseguir
mistura homogénea. Um volume de 100 pL das solugdes - 4 e - 5 foram cultivadas em placas de
Petri durante quatro dias. Depois de atingir o crescimento, foram contadas as bactérias nas

dilui¢des e calculadas as unidades formadoras de colonias (UFC).
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Figura 3. 18. Diluicdo do in6culo para contagem de bactérias

3.2.4.3. Isolamento das bactérias com antibiotico

O in6culo doado encontrava-se com muitas contaminacdes de bactérias e, embora isso nao
influencia no cultivo autotréfico, € um problema para o cultivo heterotréfico.  Portanto,
procedeu-se com a etapa de eliminacdo das bactérias por meio de antibidticos. Foram testados
trés antibidticos nas concentragcdes mostradas na Tabela 3.5. O crescimento foi feito em placas de
Petri e em Erlenmeyer de 250 mL. O crescimento em placas de Petri foi cultivado por dois dias e

os cultivos em Erlenmeyer foram cultivados até observar contaminacdo do cultivo. As bactérias

comecam se reproduzir logo nas primeiras 24 horas de cultivo.

Tabela 3.5. Concentragdes de antibidticos

Antibiético Concentracao no meio
Cloranfenicol (Cm) 10 mg/mL
Kanamicina (Km) 10 mg/mL
Carbenicilina (Cb) 5 mg/mL
Amoxicilina/Acido Clavulanico 500mg/125mg
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3.2.4.4. Esgotamento por estrias

O esgotamento por estrias foi realizado com o objetivo de isolar a microalga depois do
crescimento com antibidticos e, assim, tentar coletar da col6nia mais pura da microalga. O
procedimento foi inocular 0 meio mais asséptico que se conseguiu com os antibidticos em placas
de Petri. A partir deste crescimento, tomou-se uma amostra da colonia de microalga através de
uma al¢a ou agulha de semeadura e esgotou-se o material por meio de estrias na superficie do

meio com a dgar como € mostrado na Figura 3.19.

Figura 3. 19. Técnica de esgotamento por estrias

3.2.5. Estudo do crescimento e consumo de glicose

Nesta etapa, estudou-se o crescimento, monitorando por contagem direta o nimero de
células no cultivo. Esta contagem foi realizada igualmente que para o cultivo autotréfico e a
metodologia foi detalhada no item 3.1.5.1.1. O consumo de glicose foi monitorado a cada dois

dias de crescimento.
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3.2.6. Estresse de nutrientes (Nitrogénio)

Nesta etapa, foi realizado um estudo da deficiéncia de nitrogénio no meio de cultivo.
Foram estudados os mesmos niveis que foram estudados no crescimento autotréfico e estdao
mostrados na Tabela 3.6. Nesta tabela, também € mostrada a relagdo carbono/nitrogénio (C/N) no
meio de cultivo, a quantidade de carbono € de 10 g/L. em todas as concentra¢des de nitrogénio do

meio.

Tabela 3. 6. Composicao de nitrogénio no meio de cultivo

Nomenclatura Concentracao inicial de Relacao C/N
NaNO; (mg L)

ON 0 -

25N 375 74,8

SON 750 37,4

100N (sem modificacoes) 1500 18,5

3.2.7. Métodos

3.2.7.1. Crescimento

O crescimento celular foi medido por duas vias. A contagem foi feita de forma direta, em

microscopio e por meio de espectrofotometria.

3.2.7.1.1. Microscépio
A densidade celular foi medida por contagem direta das células utilizando um

microscopio Nikon (Figura 3.20), com ajuda de uma camara de Neubauer. O procedimento foi o

mesmo daquele descrito no item 3.1.5.1.1.
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Figura 3. 20. Microscépio Nikon

3.2.7.1.2. Espectrofotometro

Foi usado um espectrometro BECKMAN DU 650, mostrado na Figura 3.21, o qual se
encontra na planta piloto do IBT da UNAM. As leituras foram feitas em um comprimento de
onda de 600 nm. Foi feita uma curva de calibragdo para, a partir da leitura da absorbancia que da

0 equipamento, conseguir obter as concentracdes em g/mL da microalga.

Figura 3. 21. Espectrometro BECKMAN DU 650

3.2.8. Medicao de glicose

Para as medi¢des de glicose foi usado um equipamento analisador de glicose YSI 2700

SELECT Biochemestry Analyzer, mostrado na Figura 3.22. Esta tecnologia de sensores
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enzimaticos YSI’'s que empregam uma ou mais enzimas, realizam reagdes cataliticas que no final
produz peréxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio € eletroquimicamente oxidado no
anodo de platina da sonda eletroquimica e, por fim, a sonda produz um sinal elétrico. Pelo
anterior, a determinagdo da glicose ¢ uma leitura direta da dextrose na solugdo pela enzima do

sensor. A enzima da glicose oxidase é imobilizada na membrana da dextrose do YSI.

Figura 3. 22. Analisador de Glicose YSI 2700 SELECT

3.3.CULTIVO MIXOTROFICO

Este crescimento foi realizado no Instituto de biotecnologia (IBT) da Universidad
Auténoma de México, UNAM. Foi realizado ja que inicialmente os cultivos heterotréficos se
contaminavam rapidamente e, como o cultivo heterotréfico cresce em escuro, nao dava para ver
que dia do cultivo se contaminava. Foi estudado, entdo, pela necessidade de saber se a microalga

Desmodesmus sp. consumia ou nao glicose.

3.3.1. Crescimento

O crescimento foi realizado em condicdes de luminosidade de 79 pmol.m™s”, por um

periodo de 24 horas de luz, agitacao por shaker a 250 rpm e temperatura de 30°C, durante 6 dias.
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3.3.2. Meio de Cultivo

O meio de cultivo usado foi 0 BG-11, adicionando uma concentracdo de glicose de 10g/L
como fonte de carbono. Depois de misturados os componentes, a mistura foi colocada em
autoclave a uma temperatura de 121°C durante 20 minutos. A seguir, foi resfriado até
temperatura ambiente e, por ultimo, adicionado o antibidtico para garantir a diminuicdo de

bactérias.

3.3.3. Extracao de lipidios

A extracdo dos lipidios foi realizada pelo método Bligh Dyer (1959), detalhado no item
3.1.5.5.

3.34. Comparacio do crescimento e metabélitos de interesse nos cultivos

autotroficos, mixotroficos e heterotroficos

Como método comparativo, foi realizado o cultivo autotréfico no IBT da UNAM nas
mesmas condi¢des dos cultivos heterotroficos e mixotrofico, ja que na UNICAMP as condigdes
de crescimento eram outras € a microalga Desmodesmus sp. encontrava-se contaminada. Nesta
etapa, foram comparados os crescimentos e porcentagens de lipidios nos trés cultivos. O cultivo
autotréfico foi realizado em condi¢des de 24 horas de luminosidade de 79 pmol.m™s™, agitacdo

por shaker a 250 rpm e uma temperatura de 30°C.

3.3.5. Métodos

Os métodos e equipamentos usados nesta etapa foram os mesmos que foram usados para o

cultivo heterotrofico, detalhados no item 3.2.7.
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3.3.6. Comparaciao do cultivo autotrofico, mixotroéfico e heterotrofico

Nesta etapa foi realizada uma comparag¢do do crescimento e do teor de lipidios nos trés

sistemas de cultivo.

3.3.6.1. Velocidade de crescimento

Para realizar o cdlculo da velocidade de crescimento foi necessario fazer o grafico do
crescimento, em escala logaritmica, com o objetivo de transformar em linha reta a curva de
crescimento e conseguir fazer os calculos. Na Figura 3.23 é mostrado um grafico comum da
densidade celular (a) e do lado o da escala logaritmica (b). A partir da Figura 3.23 (b), calculou-

se a velocidade de crescimento a partir da Equagao 3.8.

w

450
400 25
_ 350 k]
] 3
S 300 g 2
(]
S 250 <
K 815
B 200 g
£ 150 31
2100 g
50 =0,5
0 0

0 2 4 6 4 6
Tempo (dias) Tempo (dias)

o
N

(a) (b)

Figura 3. 23. Curvas de densidade celular (a) escala aritmética (b) escala logaritmica

ax Equagdo 3.7
a  *
Onde X, € a densidade celular, t o tempo e p a velocidade especifica de crescimento.

Xt Equagdo 3.8
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Se o grafico é tragcado em escala logaritmica, a velocidade de crescimento € a inclinagdao
da reta.

X =X, +ut Equagao 3.9

3.3.6.2. Tempo de duplicacio

O tempo de duplicacdo (t4) € o tempo que uma célula da microalga demora para duplicar-

se e pode ser calculado pela equacdo:

_In2 Equacgido 3.10

3.4. OLEO SINTETICO

O dleo sintético foi produzido pela necessidade de estudar as varidveis da reacdo de
transesterificacdo, pois a obtencdo do 6leo de microalga em escala laboratorial foi reduzida,
sendo dificil obter a quantidade necessdria para estudar a reacdo. Para isto, realizou-se uma
revisdo bibliogrifica da composi¢do de vinte e dois 6leos/gorduras vegetais e animais, mostrada
na Tabela 3.7. Nesta tabela, ¢ mostrada a nomenclatura da fracdo méssica de cada éleo que vai ter
a mistura sintética e a referéncia de onde foram tomados os dados. A Figura 3.24, mostra a
composi¢do em acidos graxos dos diferentes 6leos da base de dados. Para cada dleo, tem-se a
composi¢do em 4dcidos graxos (fracdo massica) desde C6:0 até C24:1. Pode-se observar no
grafico que muitos dos 6leos tem um perfil bem parecido, por exemplo, muitos 6leos possuem em
maior quantidade o C16:0, C18:1 e C18:2, mas nem todos tem no seu perfil o C12:0 que nem o
6leo de coco possui. Pode-se notar também que o 6leo de peixe possui mais quantidade de dcidos
graxos mais pesados dentro do seu perfil.

Realizou-se uma listagem das composicdes em 4cidos graxos de cada um destes 6leos, os
quais sdo mostrados nas Tabela 3.8 e Tabela 3.9. A partir da informacao coletada, foi feita uma
matriz da composicao destes 21 6leos, a qual foi usada para, numericamente, obter um “6leo
sintético com as caracteristicas da microalga Desmodesmus sp. O procedimento foi obter uma

série de equacdes que relacionassem as fracdes de cada 6leo na mistura com as fragdes do 6leo da
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microalga; este conjunto de equagdes foi resolvido pelo método iterativo Runge-Kutta. Esta etapa

foi realizada com ajuda do MSc. Edgar Leonardo Martinez Arias.

Tabela 3. 7. Base de dados dos 6leos e nomenclatura

Oleo Fracido massica de dleo Referéncia
Palma X1 (RIOS, 2010)
Coco Xy (GONZALEZ, 2009)
Soja X3 (DA SILVA, 2010)
Peixe X4 *
Borragem X5 *
Girassol Xg *
Abacate X7 (DOS SANTOS et al., 2007)
Algodao Xg (DA SILVA et al., 2008)
Améndoas Xg (CAMPESTRE, 2010)
Amendoim X10 (CAMPESTRE, 2010)
Arroz X11 (FRANCK et al., 2011)
Canola X132 *
Castanha do Para X13 (CAMPESTRE, 2010)
Cenoura X14 (PARKER et al., 2003)
Coco babacu X1 (COSTA, PAES E ANTONIASSI 2006)
Palmiste X16 (NOOR LIDA et al., 2002)
Gergelim X17 (YEN, 1990)
Germe de trigo X18 (BARNES, 1982)
Linhaga X19 (NUERNBERG et al., 2005)
Maracuja X20 (TRAJANO et al., 2009)
Milho X21 *

*Dados das andlises feitas no Laboratério de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia
de Alimentos, FEA, da UNICAMP.
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Figura 3. 24. Grifico de composicdo em dcidos graxos de diferentes 6leos.
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Tabela 3.8. Composicdo em acidos graxos

AG PALMA COCO SOJA PEIXE BORRAGEM GIRASSOL ABACATE ALGODAO AMENDOAS AMENDOIM  ARROZ
C6:0 0 0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C8:0 0,8 6,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C10:0 0,5 54 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C12:0 0,3 47,7 0,1 0 0 0,1 0 0 0 0 0
C13:0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C14:0 0,7 18,5 0,1 5,01 0,08 0,1 0 0,7 0 0,1 0,21
C15:0 0 0 0 0,09 0,03 0 0 0 0 0 0
Cl16:0 41,6 9,1 11,3 25,09 10,76 6,4 25,79 25 10,3 8 20,69
Cle:1 0,2 0,1 0,2 0,59 0,09 0,1 2,85 0,43 0,4 0 0,13
Cl6:2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C17:0 0 0 0,1 0,97 0,1 0,1 0 0,08 0 0 0
Cl17:1 0 0 0 0 0,05 0,1 0 0 0 0 0
Cl18:0 42 2,7 3,6 3,47 3,7 3,6 0,77 3 2,9 1,8 2,18
C18:1 41,3 6,8 23,7 5,16 26,25 21,7 46,11 17 71 533 40,16
C18:2 9,5 2 53,6 21,32 51,43 64,9 22,8 53 7,6 28,4 35,36
Cl18:3 0,3 0,1 59 0,57 6,24 L5 1.3 0,12 0,8 0,3 0,5
C20:0 0,3 0,1 0,3 1,01 0,38 0,3 0,16 0,32 0,3 0,9 0,56
C20:1 0,1 0 0,3 1.3 0,23 0,2 0,22 0,1 0 2,4 0
C20:2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C20:4 0 0 0 0,34 0 0 0 0 0 0 0
C20:5 0 0 0 5,46 0 0 0 0 0 0 0
C22:0 0,1 0 0,3 1,06 0,49 0,6 0 0,15 0,1 3 0
C22:1 0 0 0,1 0 0 0,1 0 0 0 0 0
C22:2 0 0 0 0,29 0 0 0 0 0 0 0
C22:5 0 0 0 4,24 0 0 0 0 0 0 0
C22:6 0 0 0 6,95 0 0 0 0 0 0 0
C24:0 0,1 0 0,1 16,79 0,17 0,2 0 0,1 0,2 1,8 0,21
C24:1 0 0,1 0,3 0 0 0 0 0 0.4 0 0
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Tabela 3.9. Composicdo em 4cidos graxos

AG  CANOLA CAS’I}‘,?&T{%A DO CENOURA COCOBABACU PALMISTE GERGELIM Gl::rlﬁ\]/[g ODE LINHACA MARACUJA MILHO
C6:0 0 0 0 0,4 0 0 0 0 0 0
C8:0 0 0 0 53 4,7 0 0 0 0 0
C10:0 0,1 0 0 59 3.8 0 0 0 0 0
C12:0 0 0 0 443 44,5 0 0 0 0 0
C13:0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C14:0 0 0,6 0 15,8 14,1 0 0,1 0 0,08 0
C15:0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cl16:0 42 15 3,7 8,6 8.4 9,7 19,3 39 12,25 11,5
Cl6:1 0,3 0,3 0 0 0 0 0,2 0 0 0,2
Cl6:2 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0
C17:0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cl17:1 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
C18:0 2 8 0,42 29 2,8 54 0,7 2,8 0,13 1.9
Cl18:1 60 36,8 82,08 15,1 18,1 38,37 15,9 13,7 18,06 26,5
C18:2 20,5 39 13,19 1.7 29 46,1 50,9 12,5 68,79 58,5
C18:3 9,4 0 0,28 0 0,2 0,07 12,3 67,1 0,69 0,6
C20:0 0,7 0,3 0,33 0 0.4 0,36 0,2 0 0 0,3
C20:1 1,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
C20:2 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C20:4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C20:5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C22:0 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
C22:1 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
C22:2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C22:5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C22:6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C24:0 0.1 0 0 0 0,1 0 0,2 0 0 0,1
C24:1 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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34.1. Oleos
Os 6leos usados na mistura sintética, 6leo de palma e 6leo de peixe, foram adquiridos na

empresa Campestre (Sao Bernardo do Campo - SP). O 6leo de coco babagu foi doado pela

empresa COPRA (Sumaré-SP).

3.4.2. Estudo da reacao de transesterificacao

Nesta etapa, fez-se um estudo das varidveis da reacdo de transesterificacdo com o objetivo

de observar o comportamento do 6leo sintético.

3.4.2.1. Estudo da catalise da reacao
Duas catalises foram estudadas: a catdlise acida, usando acido sulfdrico (99,9%), e a
catdlise basica, usando hidréxido de sodio (99,8%). Fez-se um estudo da cinética da reacao em 72

horas de reacdo nas condigdes mostradas na Tabela 3.10.

Tabela 3.10. Condig¢des de operacdo da reacdo de transesterificacao

Catalise Temperatura (°C) Relagao dleo:alcool Catalisador (%) Alcool
Acida 70 1:35 5,5 Etanol e Metanol
Basica 60 1:10 1 Etanol

3.4.2.1.1. Catalise basica

Quando € realizada esta catdlise, varias etapas anteriores a reacdo de transesterificacao
precisam ser acrescentadas ao processo para preparacdo da matéria prima. Esta catdlise,
geralmente, € realizada em Oleos que apresentam baixa porcentagem de acidos graxos livres
(AGL), ja que estes sdo prejudiciais para a reacao de transesterificagao.
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Primeiramente, foi feita uma reacdo de neutralizacio, a qual é uma reag@o entre um acido
graxo livre e uma base (NaOH) que se faz em meio aquoso. Esta reacdo tem como produtos: sais
de 4cidos graxos (sabdes) e dgua. A reacdo que ocorre estd mostrada na Figura 3.25. Apds a
reacdo de neutralizacdo, os sabdes produzidos sdo retirados do O6leo por meio de uma
centrifugacao a 3300 rpm, durante 1 hora; apds este procedimento, o 6leo € lavado para retirar as
impurezas que ficaram e, finalmente, a dgua de lavagem, é retirada por decantacdo. As etapas

necessdrias para a preparacdao da matéria prima sdo mostradas na Figura 3.26.

0]

Il
HO-C+ NaOH MO, R-CO-0”Na + H,0

Figura 3. 25. Reacdo de neutraliza¢do

Reagao de

Neutralizagdo Centrifugacdo Lavagem Decantagag

\| AN A A\ ’>j

Figura 3. 26. Etapas de preparacdo da matéria prima

Nesta operagdo, usou-se um reator em vidro com jaqueta de capacidade 50 mL com
agitacdo magnética. O reator € mostrado na Figura 3.27. Na montagem, foi usado um
condensador para recircular o excesso do dlcool e dois banhos térmicos, para controle da

temperatura de reac@o e do sistema de condensacao.
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Figura 3. 27. Reator Batch de 50 mL

3.4.2.1.1. Catalise acida

Na catdlise 4cida foi realizado um estudo do dlcool usado para a reacdo. Dois alcodis

foram estudados, os quais sdo os mais usados industrialmente, o etanol e o metanol.

A transesterificacdo foi feita em um reator batelada com condensador para refluxo do
excesso de dlcool e aquecimento por meio de jaqueta, como mostrado na Figura 3.28. As reagdes
foram consuzidas durante 72 horas. Com o objetivo de monitorar a producdo dos ésteres e
glicerol e os consumos dos tri, di e monoacilglicerdis, varios pontos foram tomados durante o

transcurso da reacdo: 10, 20 e 30 min., 1, 2, 4, 6, 17, 21, 25, 27, 42, 44, 48, 65, 69 e 72 horas.

Figura 3. 28. Estudo do 4lcool na reacdo de transesterificacio acida
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3.4.3. Planejamento de experimentos

Esta etapa é importante para conseguir entender os fendmenos que ocorrem na reagdo de
transesterificagdo. Pela experiéncia em produgdo de biodiesel e pela literatura, quatro varidveis
sd0 as mais importantes para este tipo de processo: temperatura, porcentagem de catalisador,

relagdo molar 6leo:dlcool e tempo de reagdo.

E de suma importancia escolher o planejamento adequado para o estudo das varidveis. Por
isto, inicialmente, se fez um planejamento fracionado de resolucao IV, com o objetivo de calcular
os efeitos principais e a indicacdo das varidveis que deviam ser incluidas nos seguintes
delineamentos e novas faixas a serem estudadas. A partir dos resultados desse planejamento
preliminar, conseguiu-se eliminar algumas varidveis e partir para o seguinte planejamento fatorial

completo. A seguir, sdo descritos os dois planejamentos:

3.4.3.1. Planejamento fracionado resolucao IV

Com o desenvolvimento deste planejamento € possivel conhecer quais varidveis tém
maior influéncia no processo. Neste planejamento foram estudadas e avaliadas os efeitos das
quatro varidveis que mais influenciam na producdo de biodiesel: porcentagem de catalisador,
temperatura, relacdo 6leo:dlcool e o tempo de reacdo. A varidvel dependente analisada € a
conversado de ésteres etilicos, e o objetivo € que esta conversdo seja alta. Implicitamente, o que se
quer € que todos os TG, DG, e MG sejam gastos. Na Tabela 3.11 sdo mostradas as varidveis e os
niveis nos quais foram estudadas. No total, foram realizados 9 ensaios nos niveis mostrados na

Tabela 3.12.
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Tabela 3. 11. Niveis planejamento fracionado resolucao IV

Variavel -1 0 +1
Catalisador (%) 1,8 3,05 43
Temperatura (°C) 55 70 85
Relacio 6leo:alcool 22,5 35 475
Tempo (horas) 6,4 12,3 18,2

Tabela 3. 12. Niveis das variaveis

Variavel Temperatura Tempo Catalisador dleo:alcool
Ensaio 1 -1 -1 -1 -1
Ensaio 2 1 -1 -1 1
Ensaio 3 -1 1 -1 1
Ensaio 4 1 1 -1 -1
Ensaio 5 -1 -1 1 1
Ensaio 6 1 -1 1 -1
Ensaio 7 -1 1 1 -1
Ensaio 8 1 1 1 1
Ensaio 9 (C) 0 0 0 0

3.4.3.2. Planejamento fatorial completo 2

A partir dos resultados do planejamento anterior se eliminaram duas varidveis,

temperatura e relacdo molar 6leo:dlcool, cujos efeitos ndo foram significativos. Partiu-se, entdo,

para o estudo de duas varidveis do processo de producdo de biodiesel. O planejamento usado foi

o planejamento fatorial completo com pontos estrela. As varidveis a serem estudadas foram:

porcentagem de catalisador e o tempo da reacao.
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3.13. Foram realizados 8 ensaios com 3 pontos centrais com o objetivo de calcular o erro dos

experimentos. Estes sdo mostrados na Tabela 3.14.

Tabela 3. 13. Niveis planejamento estrela

Variavel -1,41 -1 0 +1 + 1,41
Catalisador (%) 0,34 2 6 10 11,66
Tempo (horas) 7,10 10 17 24 26,90

Tabela 3. 14. Niveis das variaveis

Variavel Catalisador Tempo
Ensaio 1 -1 -1
Ensaio 2 1 -1
Ensaio 3 -1 1
Ensaio 4 1 1
Ensaio 5 -1,41 0
Ensaio 6 1,41 0
Ensaio 7 0 -1,41
Ensaio 8 0 1,41
Ensaio 9 ( C) 0 0
Ensaio 10 ( C) 0 0
Ensaio 11 (C) 0 0

Os planejamentos foram feitos em uma bateria de cinco reatores com jaqueta de
capacidade de 250 mL. Esta bateria de reatores, mostrada na Figura 3.29, contém um controle de

temperatura e de agitacdo magnética.
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Figura 3. 29. Bateria de reatores

3.5. METODOS

A seguir, sdo detalhados os métodos usados para a caracterizag@o e andlise dos resultados

tanto do 6leo de microalga, quanto do 6leo sintético.

3.5.1. Determinaciao do teor de acidos graxos livres

A determinacgdo do teor de acidos graxos livres (AGL) presentes nos 6leos foi feita pelo
método oficial da AOCS Official Method Ca 5a-40 (AOCS, 1997). Este método € utilizado para
determinar os dcidos graxos livres em 6leos brutos ou refinados de origem vegetal, marinhos e

animais.

3.5.2. Composicao em acidos graxos

A identificac@o dos dcidos graxos foi realizada a partir da esterificacdo dos dcidos graxos;
estes foram determinados quantitativamente por cromatografia gasosa capilar (CG capilar)

seguindo o método AOCS Ce-266 (AOCS, 1997) e (HARTMANN E LAGO, 1973). Esta andlise
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foi feita no Laboratério de Oleos e Gorduras, da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

UNICAMP.

3.5.3. Quantificacao dos TG, DG, MG, ésteres e GL

A obtencdo dos ésteres foi por meio de uma reagdo de transesterificacio do 6leo. A
determina¢do e quantificacdo dos triacilgliceréis (TG), diacilgliceréis (DG), monoacilglicerdis
(MQG), ésteres (E) e glicerina (GL), foi feita por cromatografia de permeacdo em gel (CPQG).
Usou-se um cromatégrafo CG Viscotek TODA 302 triple detector Array, mostrado na Figura
3.30. O detector usado para a andlise foi de indice de refrac@o. O sistema montado consistiu em
duas colunas de permeacio em gel em serie da Phenogel 5 de 100 e 50 angstrons. A temperatura
da andlise foi de 40°C, um fluxo de fase mével (tetrahidrofurano) de 0,7 mL/min e um tempo de
andlise de 35 minutos. A preparacdo da amostra consistiu na diluicdo de 100 mg de amostra em
10 ml do solvente THF (tetrahidrofurano). Nestas condi¢des foi possivel detectar os TG, DG,
MG, E e GL como mostrado na Figura 3.31. A identificacdo dos componentes, foi feita por

comparacdo com o tempo de retenc¢do dos padrdes da Sigma-Aldrich.

Figura 3.30. Cromatégrafo CPG Viscotek TDA 302
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Figura 3.31. Cromatograma tipico de uma amostra de biodiesel obtido no GPC Viscotek

TODA 302

3.5.4. Estabilidade do 6leo sintético

A estabilidade da mistura de dleo sintético foi estudada pela técnica de Calorimetria
Diferencial de Varredura, também conhecida como Calorimetria Exploratéria Diferencial, em
inglés Differential Scanning Calorimetry (DSC). As andlises foram feitas em um equipamento
modelo 2920 Modulated DSC (TA instruments), mostrado na Figura 3.32. As amostras do 6leo,
pesando de 10 a 15 mg, foram submetidas a uma programagdo de aquecimento com taxa de 10
°C/min, no intervalo de temperatura de 25 a 550°C, sob uma atmosfera de nitrogénio com fluxo

de 50 mL/min. Estas medi¢des foram realizadas a pressao atmosférica.

Figura 3.32. Equipamento modelo 2920 Modulated DSC da TA instruments
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3.6.CONCLUSOES PARCIAIS

Neste capitulo foi apresentada detalhadamente a metodologia usada. A metodologia foi
dividida em duas grandes fases, primeiramente foi detalhado o estudo do crescimento da
microalga em cultivo autotdfico, heterotréfico e mixotréfico e, a seguir, foi detalhada a
metodologia para o 6leo sintético. Foram apresentados os materiais e métodos que foram usados
em cada etapa no desenvolvimento do trabalho de tese. Diversas técnicas de andlise foram
estudadas, aumentando o conhecimento nesta area. Também foram mostrados os equipamentos

usados e a metodologia desenvolvida em cada um deles.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo mostra os resultados obtidos e foi divido em quatro itens. Primeiramente,
sdo mostrados os resultados obtidos no estudo do crescimento autotréfico da microalga
Desmodesmus sp. Na sequéncia, sdo detalhados os resultados obtidos no crescimento
heterotréfico, seguido dos resultados obtidos no crescimento mixotréfico e a comparacao dos trés
sistemas de cultivo e, por fim, sdo mostrados os resultados dos experimentos realizados com o

Oleo sintético.

4.1. CRESCIMENTO AUTOTROFICO DA MICROALGA Desmodesmus sp.

As células da microalga Desmodesmus sp. foram medidas pelo Microscépio Otico (MO)
em duas ampliagdes, como pode ser observado na Figura 4.1. Nesta andlise, foi realizada a
medicao do tamanho das células. Trinta células foram medidas e se fez uma média, dando como

resultado 6,25 um de comprimento.
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Figura 4. 1. Anélise MO da microalga Desmodesmus sp. (a) ampliacdo 200x, (b) ampliacao 500x

Na Figura 4.2 pode-se observar a anélise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Esta anélise foi realizada a partir da biomassa seca.
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3pn EHT (M)=18.68 kV LRAC/FEQ/UNICAHP
Mag= 18.88 K X 1 Probe= 168 pA 11-Jun-2613

Figura 4. 2. Andlise MEV da microalga Desmodesmus sp.

Estas duas andlises foram feitas no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracio

(LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP.

4.1.1. Crescimento

A fim de produzir grande quantidade de biomassa, o crescimento foi feito em tanques
plasticos abertos de 200 e 500 L. Este crescimento foi realizado pelo Grupo Integrado de
Aquicultura e Meio Ambiente (GIA) na cidade de Curitiba. Foram estudados dois meios de
cultivo para o crescimento da microalga: o Guillard /2, rico em nitratos, fosfatos, metais e
vitaminas e outro, no qual foram adicionados fosfato agricola e uréia, que foi denominado f/2 +
agricola.

O crescimento foi monitorado durante 11 dias e medido por densidade celular
(células/mL). As varidveis que foram controladas durante o crescimento foram: temperatura, pH,
nutrientes e agitacdo. O crescimento é mostrado na Figura 4.3, onde no eixo y pode-se observar a
concentracdo em milhdes de células (Mcélulas) por mL do meio de cultivo. O meio com o qual se
obteve maior crescimento celular foi o f/2 + agricola e em tanques de 500 L, obtendo resultados

de 1,8 Mcélulas/mL.
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Figura 4. 3. Curva de crescimento em tanques abertos da microalga Desmodesmus sp.

Estes resultados foram poucos satisfatdrios, apresentando pouca quantidade de biomassa
e, por conseguinte, pouca quantidade de 6leo na extracdo. Foi necessdrio, entdo, estudar mais a
fundo o crescimento da microalga. Optou-se por pedir uma doagdo da espécie e comegar o
crescimento em escala laboratorial com o objetivo de aumentar o crescimento da microalga.

No laboratorio LDPS estudou-se o crescimento da microalga Desmodesmus sp. em um
Erlenmeyer de 500 mL,, com o meio de cultivo BG-11 nas seguintes condi¢des: pH 7.5,
temperatura média de 27°C ¢ uma luminosidade de 62 pE m™s"'. O inéculo inicial foi de 6,9
Mcélulas/mL.

A curva de crescimento da microalga mostrou um grafico de crescimento populacional
padrdo que muitos chamam de curva S. Esta curva se caracteriza por possuir 4 fases definidas ao
longo da curva: primeiramente tem uma fase de laténcia (fase lag), tempo no qual as células se
adaptam ao meio de cultivo; a seguir, vem a fase exponencial da curva (fase log), onde as células
comegam se duplicar; apos essa rapida duplicacdo vem a fase estacionaria, onde as células param
de crescer, e, por dltimo, tem-se a fase de morte. A Figura 4.4 mostra que, desde o inicio até o
segundo dia do cultivo, tem-se um crescimento lento (fase lag). A partir do segundo dia e até o

décimo dia, o crescimento se acelera, iniciando a fase exponencial (fase log). Para conseguir uma
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maior reproducdo da microalga, no momento de comecar um novo cultivo, recomenda-se tirar o
in6culo dentro da fase exponencial, ja que ainda tém dias para se dividir, e, portanto, consegue-se
atingir maior nimero de células no cultivo. A ideia é nunca deixar o cultivo chegar a fase de

morte, pois, as células nao poderdo se reproduzir novamente.
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Figura 4. 4. Curva de crescimento da microalga Desmodesmus sp.em meio BG-11

Para se ter certeza de que o meio de cultivo era eficiente para o crescimento foram
testados dois meios de cultivo, 0 BG-11 e Guillard /2 (cultivo que foi estudado no GIA). Foram
comparados o crescimento da microalga em sete dias de cultivo, partindo da mesma quantidade
de células em cada meio. Como resultado, se obteve o comportamento mostrado na Figura 4.5.
Observa-se que o crescimento no meio BG-11 comeca bem mais lento do que o meio Guillard
{/2; no quarto dia atingem a mesma quantidade de células, mantendo-se até o quinto dia iguais, €
depois, o cultivo BG-11 comeca seu periodo de crescimento exponencial, ultrapassando o
Guillard 72, até que no sétimo dia ele atinge o méximo crescimento, chegando a valores nove
vezes maiores do obtido pelo Guillard /2.

A comparacdo, permite concluir que a microalga Desmodesmus sp. atinge um maior

crescimento no cultivo BG-11, razdo pela qual, o GIA ndo conseguiu obter grande quantidade de
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células. Decidiu-se, entdo, continuar os experimentos com o meio de cultivo BG-11 o qual atinge

crescimentos bem mais elevados.
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Figura 4. 5. Comparacio do crescimento celular nos meios BG-11 e Guillard /2

4.1.2. Extracao de lipidios

A extragdo de lipidios foi feita pelo método Bligh & Dyer como detalhado no item
3.1.5.5. Esta extracdo mostrou resultados consistentes com a literatura. No meio BG-11,
conseguiu-se uma porcentagem de 20% de lipidios e no meio Guillard f/2 a porcentagem foi de
19%, assim o meio ndo influenciou muito na porcentagem de lipidios na microalga. Com isto, os
procedimentos a seguir foram feitos com o meio BG-11, que pelos resultados obtidos, mostrou ,

um crescimento maior e mais rdpido e, também, uma porcentagem de lipidios ligeiramente maior.

4.1.3. Teor de acidos graxos livres

A quantificacdo dos 4cidos graxos livres foi realizada em triplicata pelo método

mencionado no item 3.5.1, obtendo-se uma média de 4,3% de 4cidos graxos livres.
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4.14. Caracterizacio dos acidos graxos

Na Tabela 4.1 € mostrada a simbologia e o nome de cada 4cido graxo e a composicao dos
dcidos graxos da microalga Desmodesmus sp. Pode-se ver que o dleo apresenta uma quantidade
majoritdria de dacido miristico (30,27%) e &4cido palmitico (45,27%). Uma das principais
caracteristicas dos 6leos de microalgas é que eles contém dcidos graxos mais pesados, comparado
com os Oleos vegetais; na microalga, encontram-se &4cidos graxos com até 24 carbonos.
Comparando-se este resultado com os dados reportados no trabalho do Islam et al. (2013) e que
foi mostrado na Tabela 2.8, pode se observar que o perfil de dcidos graxos das microalgas é bem
diferente um do outro. Uma caracteristica importante é que todas apresentam alta porcentagem do

acido palmitico, sendo que os demais acidos diferem de espécie para espécie.

Tabela 4. 1. Perfil dos 4cidos graxos da microalga Desmodesmus sp.

Acido Graxo Simbologia Porcentagem (%)
Acido Capréico C6:0 0,18
Acido Caprilico C8:0 0,32
Acido Laurico C12:0 0,32
Acido Isomirfstico C13:0 1,61
Acido Miristico C14:0 30,27
Acido Pentadecandico C15:0 5,27
Acido Palmitico C16:0 4527
Acido Palmitoleico Clé6:1 0,64
Acido Margirico C17:0 0,24
Acido Estedrico C18:0 0,31
Acido Oléico C18:1 3,97
Acido Linoléico C18:2 6,21
Acido Linolénico C18:3 1,39
Acido Araquidénico C20:4 3,81
Acido Nervénico C24:1 0,19
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Assim, desta andlise, tem-se que o total de dcidos graxos saturados é de 83,79%, os
monoinsaturados de 4,8% e os polinsaturados de 11,41%. Isto implica num problema, ja que essa
distribuicdo dos 4cidos graxos saturados e insaturados tem um efeito marcante sobre a
estabilidade do biodiesel diante do armazenamento e da oxidacdo. Quedas bruscas na temperatura
ambiente promovem o aumento da viscosidade e a cristalizacdo de ésteres graxos saturados que,
eventualmente, podem causar o entupimento de filtros de Oleo e sistemas de inje¢do. Para
minimizar este problema € possivel diminuir o seu ponto de fluidez com a adi¢ao de inibidores de
cristalizacdo (RAMOS, et al., 2013). As instauracdes de um 4cido graxo ocasiona a redugdo de
seu ponto de ebulicdo. Quanto maior o grau de instauracdo de um &4cido graxo, menor serd sua
estabilidade a oxidacao (DE ALMEIDA, 2007).

Na literatura encontra-se uma grande variedade de espécies do género Desmodesmus sp.
A microalga deste trabalho ndo foi especificada em nenhuma espécie e, portanto, € dificil fazer as
comparacdes. Vdrios autores mostram o perfil de dcidos graxos e, quando comparados, cinco
acidos graxos sdo os majoritdrios neste género. O 6leo mostrou um perfil de dcidos graxos bem
diferente do que se tem publicado na literatura. Isto acontece por varias razdes. Esta cepa € nativa
e ainda ndo se tem a espécie especificada, sendo dificil compard-la com as que sdo isoladas e com
espécie identificada.

Na Tabela 4.2, pode-se observar uma comparacdo da porcentagem destes dcidos graxos
majoritdrios no 6leo proveniente do género Desmodesmus sp. de diferentes espécies estudadas
por diferentes autores. A diferenca no valor do 4cido capréico comparado com as espécies da
literatura foi bem significativo. Acredita-se que esta microalga, por ser nativa, apresenta
caracteristicas diferentes das cepas isoladas e com subgénero que sio mostradas na tabela. E
importante também mencionar que esta microalga foi, inicialmente identificada como
Scenedesmus sp. mas, por possuir espinhos na sua células, estas microalgas emigraram para o
género Desmodemus sp. (MORESCO E BUENO, 2007). O perfil da Scenedesmusm sp. estudada
pelo Chan Yoo et al. (2010) mostra uma percentagem de 36,3% C16:0, 25,9% C18:1 e 31,1%
C18:2 o que também nao concorda com o nosso perfil de dcidos graxos. Podemos concluir, entao,
que microalga utilizada neste trabalho tem um perfil diferente e precisa ser estudada mais a fundo

para ser classificada.
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Tabela 4. 2. Perfil dos 4cidos graxos majoritarios de varias linhagens do género

Desmodesmus sp.

Espécie C14:0 C16:0 C18:1 C18:2 C18:3 Referéncia
DRLMA7 0,9 22,2 19,6 6,3 24,3 (KAURetal., 2012)
F1 - 25,37 36,15 1641 7,71  (PANetal., 2011)
F5 - 30,96 36,55 9,94 1043 (PANetal., 2011)
F44 - 262 15+£2 302 202 (HOetal,2013)

S1 - 17,08 44,81 7,99 9,38 (HU et al., 2013)
Desmodesmus sp. 30,27 45,27 3,97 6,21 1,39  Neste estudo

4.1.5.Estresse de nutrientes (Nitrogénio)

No estudo do estresse com nitrogénio, varios resultados foram obtidos pelo estudo tanto
do comportamento da microalga Desmodesmus sp., quanto do crescimento celular e da

porcentagem de lipidios.

4.1.5.1. Crescimento

Para o estudo do crescimento celular em deficiéncia de nitrogé€nio, inicialmente inoculou-
se em meio BG-11. O cultivo foi retirado no sexto dia de crescimento, tempo no qual comeca a
fase exponencial, centrifugado e a biomassa foi lavada com agua destilada trés vezes. A biomassa
umida foi dividida em quatro partes iguais para que os cultivos tivessem a mesma quantidade
inicial de células em média 3 Mcélulas/mL, permitindo posterior comparacdo. Cada parte foi,
entdo, colocada com diferentes porcentagens de nitrogénio, modificando a quantidade de NaNOs,
contendo 0%, 25%, 50% e 100% deste composto. O experimento ¢ mostrado na Figura 4.6, onde
os quatro Erlenmeyer com concentracdes diferentes de nitrogénio e inoculados foram colocados

no banco de luzes para crescimento.
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Figura 4. 6. Crescimento dos quatro cultivos com diferentes concentragdes de Nitrogénio

O crescimento do cultivo foi monitorado por sete dias e a contagem foi feita por
microscopio; os resultados do crescimento, nos quatro cultivos, sdo mostrados na Figura 4.7. Os
cultivos comportaram-se bem diferente um do outro. O cultivo 0 N foi o cultivo que,
inicialmente, cresceu mais rapido, mas depois do quarto dia de cultivo, teve seu crescimento
reduzido, e no final foi o cultivo com menor crescimento dentre todos. Isto era de se esperar pois,
sem nitrogénio suficiente, a célula ndo tem como se reproduzir. O cultivo 25 N e 100 N
mostraram um crescimento similar, pouco crescimento atingindo valores de 15 e 18
Mcélulas/mL. Ja o cultivo que conseguiu a maior quantidade de células foi obtida no meio de 50

N, atingindo até duas vezes mais do que nos outros meios.

Este comportamento de pouco crescimento celular era no cultivo de O N e 25 N, pois com
o término de nitrogénio as células param de se reproduzir. Ja ndo esperava-se que o cultivo SON
fosse atingir maior crescimento do que o 100N, por isto, estudou-se o crescimento no meio de
50N e comparou-se com 0 100N. Foram iniciados e monitorados os cultivos com uma quantidade
parecida de células durante 14 dias, estudo este qu e € mostrado na Figura 4.8. Como resultado,
verificou-se um perfil de crescimento com grande semelhanca, isto quer dizer que o cultivo BG-
11 contém uma grande quantidade de nitrogénio, e isto € verificado nas propor¢des do NaNO;
que € 750 mg/L, o que é bastante comparado com as propor¢des de nitrogénio de outros meios de
cultivo, usado para crescimento de microalgas. Pode-se concluir, entdo, que € possivel diminuir a

quantidade de nitrogénio no meio em 50% que o crescimento ndo sera tao afetado.
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Figura 4.7. Crescimento celular nos quatro niveis de nitrogénio no meio de cultivo
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A fim de observar se era o estresse que gerou esse aumento no crescimento, no sexto dia
de crescimento no cultivo 100 N, a biomassa foi retirada do meio, lavada e centrifugada. Dois
cultivos novos, com 50N e 100 N foram monitorados e as células contadas por microscépio
durante seis dias. Na Figura 4.9 é comparado o crescimento do cultivo quando € retirado do BG-
11 sem modifica¢des e colocado em deficiéncia de 50 N, denotado no grafico como 100/50 N.
Pode-se verificar pelo grifico que este meio resulta em maiores crescimentos que aquele com

deficiéncia de 50 N.

Verificou-se, portanto, maiores crescimentos com o estresse de nitrogénio em 50 N,
porém a diferenca no crescimento foi muito pequena, de apenas 1 Mcélulas/mL, dessa forma,
ndo vale a pena modificar o meio para aumentar o crescimento. Continuou-se trabalhando com o

BG-11 sem modificagdes.
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Figura 4. 9. Comparacio do crescimento celular do meio SON e do meio 100/50 N

Neste mesmo estudo de deficiéncia de nitrogénio, avaliou-se o comportamento do teor de

lipidios nesta deficiéncia. A seguir os resultados sdo apresentados.
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4.1.5.2.  Teor de lipidios

Este estudo foi realizado por dois métodos qualitativos. O primeiro estudo foi por
fluorimetria e o segundo por FT-IR. A seguir, sdo detalhados os resultados obtidos em cada uma

das analises.

4.1.5.2.1. Fluorimetria

Nesta andlise observou-se qualitativamente o aumento de lipidios e clorofila na mesma
andlise, como foi dito e explicado no item 3.1.5.6.1. Foram estudados os sete dias de cultivo, nos
diferentes niveis de nitrogénio. Gréficos com os resultados dos quatro cultivos por dia sdo
mostrados nas figuras 4.10 até 4.17, os quais foram identificados em cores diferentes. Estes
graficos mostram o espectro de emissao, a parte do espectro de excitacdo (515 nm) foi retirada da

figura por tem um sinal muito alto.

A Figura 4.10 mostra o comportamento nos quatro cultivos no dia inicial do cultivo. Neste
gréfico, pode-se observar que ndo existe teor de lipidios significativo em nenhum dos niveis de
nitrogénio. Somente aparece o pico da clorofila mostrando que, para o cultivo 25N, a clorofila é

bem mais representativa do que os outros cultivos.

No primeiro dia de cultivo dos quatro meios, mostrado na Figura 4.11, pode-se observar
um aumento dos lipidios no meio ON, quando comparado com os outros meios. No segundo dia,
o perfil dos graficos mudou bastante, mostrando um aumento significativo dos lipidios em todas
as porcentagens de nitrogénio do meio. Neste grafico (Figura 4.12) destaca-se o aumento de

lipidios no cultivo 25N.
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Figura 4. 10. Comparagdo dos espectros de emissdo no inicio dos cultivos nos diferentes niveis

de nitrogénio.
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Figura 4. 11. Comparagado dos espectros de emissdo no primeiro dia dos cultivos nos diferentes
niveis de nitrogénio.
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Figura 4. 12. Comparagao dos espectros de emissao no segundo dia dos cultivos nos diferentes
niveis de nitrogénio.
No terceiro dia, mostrado na Figura 4.13, ndo se observa qualquer mudancga e os cultivos
mostraram pouco sinal nos lipidios. Neste dia, 100 N é o mais significativo em teor de lipidios e

0 N em clorofila.
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Figura 4. 13. Compara¢do dos espectros de emissdo no terceiro dia dos cultivos nos diferentes

niveis de nitrogénio.
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No quarto dia, o aumento dos lipidios para o cultivo com zero nitrogénio, foi bastante
significativo, ultrapassando a porcentagem dos outros cultivos. Também, pode-se verificar que a
clorofila ¢ bem maior nos outros cultivos; isto era de se esperar, ja que o crescimento de células

foi bem maior nos outros cultivos. Estes resultados podem ser vistos na Figura 4.14.

Na Figura 4.15 pode ser observado que no quinto dia deste cultivo, o aumento dos lipidios
acontece com 100% de nitrogénio (BG-11 sem modificacdes).

As curvas do sexto dia de cultivo s@o mostradas na Figura 4.16. Neste grafico pode-se ver
o aumento dos lipidios no cultivo com 50% de nitrogénio.

No dltimo dia de cultivo (sétimo dia) ndo se observa qualquer mudanca significativa de

aumento dos lipidios, mas sim um aumento na clorofila.
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Figura 4. 14. Comparagao dos espectros de emissdo no quarto dia dos cultivos nos diferentes

niveis de nitrogénio.
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Figura 4. 15. Comparagdo dos espectros de emissiao no quinto dia dos cultivos nos diferentes
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Figura 4. 16. Comparacgado dos espectros de emissdo no sexto dia dos cultivos nos diferentes

niveis de nitrogénio.
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Figura 4. 17. Comparagdo dos espectros de emissdo no sétimo dia dos cultivos nos diferentes

niveis de nitrogénio.

Depois de fazer este estudo, pode-se concluir que a microalga Desmodesmus sp. consegue
acumular lipidios quando submetida ao estresse de nitrogénio, atingindo seu maximo teor no

quarto dia de estresse total de nitrogénio.

4.1.5.2.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FT-IR)

Esta andlise foi feita para o segundo, quarto e sétimo dias de cultivo. Com esta analise foi
possivel identificar as bandas da ligacdo de amidas, identificadas como proteina, e as ligacoes
C=0, identificadas como lipidios. Os resultados podem ser observados na Figura 4.19. Neste
grafico, pode-se ressaltar que o pico da ligacdo C-N desaparece nos cultivos de 0% de nitrogénio,
o que era de se esperar, e diminui enquanto os dias de cultivo passam. Esta andlise foi realizada
com o objetivo de identificar as bandas da proteina, carboidrato, lipidios e consumo de
nitrogénio. Foi usada pois permitia a andlise em biomassa seca. Esta andlise foi simplesmente

qualitativa, pois para quantificar o método é bem rigoroso.
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4.1.5.1. Extracao e quantificacao de lipidios

A extracdo dos lipidios nos quatro cultivos foi realizada pelo método Bligh & Dyer (1959)
detalhado no item 3.1.5.5, e foi realizada no ultimo dia de crescimento (sétimo dia). Os cultivos
foram retirados e a biomassa separada por centrifugacdo. A biomassa foi levada para secagem em

estufa durante 24 horas a 105°C. A biomassa seca de cada cultivo € mostrada na Figura 4.18.

|
Figura 4. 18. Biomassa seca do cultivo (a) 0%N, (b) 25%N, (c) %50N, (d) 100%N.

Para a extrac@o, 50 mg da biomassa seca de cada cultivo foi colocada num tubo de ensaio
de capacidade de 70 mL, como mostrado na Figura 4.20 (passo (1)). A seguir, foram adicionados
1,6 mL de 4gua destilada, 4 mL de metanol e 2 mL de cloroférmio (passo (2)). Esta mistura foi
colocada sob forte agitagdo em um vortex durante 30 minutos para garantir o contato dos
solventes com a biomassa (passo (3)). Entdo, foram adicionados 2 mL de 4dgua destilada e 2 mL
de cloroférmio e levado a agitacdo (passo (4)) durante 2 minutos (passo (5)). A emulsdo foi
separada por meio de centrifugacdo, apds a qual foram obtidas trés fases, como pode ser visto no
passo (6) da Figura 4.20. A fase superior, metandlica, foi descartada. A fase intermedidria € a
proteina e a fase inferior € a fase de interesse, a organica, onde estdo misturados os lipidios no
cloroférmio. Por dltimo, a fase organica (passo (7)) foi separada e o cloroférmio foi evaporado

numa estufa a 150°C, obtendo-se, assim, os lipidios.
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Figura 4. 19. Comparacdo do espectro do FT-IR da biomassa seca nos diferentes niveis de
nitrogé€nio no segundo, quarto e sétimo dia de cultivo
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Figura 4. 20. Extracdo de lipidios nos quatro cultivos.

Apds a secagem completa do cloroférmio (Figura 4.21), as amostras foram pesadas e
calculou-se a porcentagem de lipidios. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.3. Embora nao
seja possivel visualizar o meio com O N, criou-se uma camada muito fina com caracteristicas de

6leo cuja quantidade de lipidios € bem maior quando comparado com 0s outros meios.

Figura 4. 21. Lipidios nos quatro cultivos.

Tabela 4. 3. Porcentagem de lipidios nos quatro cultivos

Cultivo Teor lipidios (%)
0% N 23
25% N 5,8
50% N 11
100% N 15
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4.1.6. Quantificacao da clorofila e carotendides

Esta quantificacdo foi medida pelo método descrito no item 3.1.5.4. Estes pigmentos ndo
sao bons para a produgdo de biodiesel, mas possuem um valor comercial adicional. Foram
medidos em duplicata depois de 14 dias de crescimento. A clorofila total teve um resultado de
20,02 pg/mL, sendo que, deste valor, 59% representa a clorofila-a, a qual € a principal
constituinte nos organismos fotossintéticos (Ritchie, 2006). Este pigmento pode ser extraido por
solventes orginicos como acetona, metanol, etanol ou dimetilformamida, ou pelo processo de
extragdo supercritica (Hosikian et al., 2010). O teor de carotendides na amostra foi de 4,75

pug/mL.

4.1.7. Crescimento em tanque de 30 L

Neste crescimento obtiveram-se 67,5 Mcélulas/mL em 20 L de meio de cultivo. Realizou-

se a extracdo de lipidios alcangando um valor de 22% da biomassa.

4.2.CRESCIMENTO HETEROTROFICO DA MICROALGA Desmodesmus sp.

4.2.1. Crescimento em placas de Petri

Com este crescimento conseguiu-se observar a quantidade de bactérias que se tinha na
cepa doada pela UFPR. Estas bactérias nao influenciaram no crescimento autotréfico, mas para o
crescimento heterotréfico, estas bactérias precisam ser diminuidas no cultivo, j4 que podem
consumir a fonte de carbono (glicose) mais rdpido do que a microalga, inibindo o crescimento

desta.
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4.2.1.1. Controle de bactérias

Foram identificadas varias bactérias dentro do meio, em maior quantidade foram
encontrados cocos e bacilos. Dependendo do meio em que eram cultivadas, cresciam diferentes

coldnias de bactérias, e se distribuiam de maneira diferente, como mostrado na Figura 4.22.

Figura 4. 22. Crescimento de bactérias em placas Petri

4.2.1.2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Cultivaram-se as dilui¢des - 4 e - 5 em duplicata e foram contabilizadas as UFC. Na
Figura 4.23 mostra-se como foram identificadas e contadasas bactérias, algumas destas foram
marcadas nos circulos vermelhos. Nos resultados foram encontradas 3,1x10° UFC no meio de

cultivo e no in6culo da Desmodesmus sp.
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Figura 4. 23. Contagem de bactérias

4.2.1.3. Isolamento da cepa com antibiodticos

Nesta etapa foi cultivado o inéculo durante quatro dias em placas de Petri no meio BG-11
com e sem glicose e com diferentes antibidticos. Varios testes foram feitos, inclusive realizou-se
o cruzamento dos antibidticos, ou seja, no comego iniciou-se o cultivo com um antibidtico e
depois de atingir o quarto dia de crescimento, se inoculou com um outro antibidtico, tentando

acabar com a maior quantidade de bactérias. Os resultados dos antibidticos sdo mostrados na
Tabela 4.4.

Tabela 4. 4. Resultados dos antibioticos

Antibiético Observacao
Cm Inibiu o crescimento da microalga
Km Mostrou crescimento e diminuiu as bactérias
Cb Crescimento de diferentes classes de bactérias
Amoxicilina/Acido Clavulanico Nao diminuiram as bactérias

O antibidtico que ndo inibiu o crescimento da microalga e conseguiu matar maior

quantidade de bactérias foi a canamicina (Km).
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4.2.14. Esgotamento por estrias

A partir da identificagdo do melhor antibidtico, cultivou-se o in6culo no meio BG-11 com
glicose e Km em placas de Petri para tentar conseguir condi¢des assépticas. A amostra que foi
cultivada é aquela que se encontra no final das estrias, quer dizer a que se encontra mais asséptica

no meio. Este estriamento é mostrado na Figura 4.24.

Figura 4. 24. Cultivo em estrias para o isolamento da microalga

4.2.2. Crescimento heterotrofico

Estudou-se o crescimento em condicdes heterotréficas. O indculo foi proveniente de um
cultivo autotréfico crescido durante 6 dias (fase exponencial). O cultivo foi realizado em
duplicata e o grafico do crescimento pode ser observado na Figura 4.25, onde H1 € cultivo
heterotréfico (1) e o H2 € o cultivo em duplicata. O crescimento mostrou bastante semelhancga, e
pode-se observar que as células ainda estavam se duplicando. No sexto dia de crescimento
atingiu-se em média 260 Mcélulas/mL no cultivo heterotréfico, o que € mais de 5 vezes a mais do
que conseguiu-se no cultivo autotréfico. O cultivo foi retirado no sexto dia para conseguir
inocular outro cultivo e tentar aumentar o crescimento mas como resultado, verificou-se que a
microalga Desmodesmus sp. ndo consegue crescer em um cultivo inteiramente heterotréfico, o
que significa que esta microalga precisa crescer em um cultivo autotréfico ou mixotréfico antes

para, somente entio, conseguir crescer heterotréficamente.
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Figura 4. 25. Crescimento heterotréfico da microalga Desmodesmus sp.

4.2.2.1. Consumo de Glicose

O estudo do consumo de glicose mostrou que a microalga Desmodesmus sp. consome
glicose e a usa para seu crescimento, como foi mostrado na Figura 4.25. Foram colocados 10 g/L.
iniciais de glicose no meio de cultivo e, como pode ser observado na Figura 4.26, a glicose nédo se
esgotou. Isto quer dizer que foi colocada em excesso e a microalga ndo conseguiu consumir toda
a concentracdo de glicose nesses 6 dias de crescimento, chegando em média até 4,45 g/L. de

glicose, o que corresponde a mais da metade do que tinha inicialmente.

4.2.2.1. Porcentagem de lipidios
A extracdo de lipidios mostrou um resultado em média de 17,26% da biomassa seca, isto

quer dizer que este crescimento diminuiu a porcentagem de lipidios quando comparado com o

cultivo autotroéfico.
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Figura 4. 26. Consumo de glicose cultivo heterotréfico.

4.2.3. Estresse de nutrientes (nitrogénio) no cultivo heterotréfico

Realizou-se o estudo do estresse de nitrogénio no cultivo heterotréfico com a finalidade
de observar o comportamento no crescimento celular e na porcentagem de lipidios. Estes cultivos

foram inoculados de um cultivo proveniente de um crescimento mixotréfico. 10% do volume do

Erlenmeyer foi inoculado.

4.2.3.1. Crescimento

Estudou-se o crescimento em condic¢des heterotréficas nos quatro niveis de nitrogénio. Os
cultivos foram realizados em duplicata. A Figura 4.27 mostra o crescimento. Pode-se observar
que os valores das duplicatas do cultivo O N apresentou bastante diferenca entre eles mas, pelos
dados, € possivel detectar que o crescimento do cultivo 0 N2 era para ser maior no sétimo dia, e
talvez tenha ocorrido um erro na contagem das células deste cultivo e, portanto, decidiu-se

escolher como verdadeiro o crescimento do cultivo O N1. Os cultivos 25 N e 50 N mostraram
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semelhanga no crescimento, mas os cultivos que mostraram menor crescimento foi o de 100 N,
bem diferente do que aconteceu no cultivo autotréfico. Como resultado, no cultivo heterotréfico
consegue-se maiores crescimentos celulares quando a célula é estressada com deficiéncia de

nitrogénio.
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Figura 4. 27. Crescimento celular nas diferentes concentragcdes de nitrogénio

4.2.3.2. Consumo de glicose

O consumo de glicose nos diferentes cultivos pode ser observado na Figura 4.28 foi bem
baixo quando comparado com o crescimento sem estresse de nitrogénio. No grafico se observa
que o cultivo que consumiu maior quantidade de glicose foi o cultivo de 50 N e o que consumiu

menor quantidade foi o do O N.
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Figura 4. 28. Consumo de glicose nos cultivos com diferentes concentragdes de nitrogénio

4.2.3.3.

Porcentagem de lipidios

Os resultados dos quatro cultivos e suas duplicatas sdo mostrados na Tabela 4.5 em

porcentagem de biomassa seca. As menores porcentagens foram atingidas nos cultivos de 25 e 50

N.

Tabela 4. S. Porcentagem de lipidios

Cultivo Teor de lipidios (%)
ON1 25,51
0ON2 21,81
25N1 21,33
25N2 17,06
SON1 21,52
SON1 21,52
50N2 19,46
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Cultivo Teor de lipidios (%)
100N1 22,96
100N2 20,64

Em média, o cultivo 0 N atingiu 24% de lipidios, sendo o cultivo com o qual atingiu
maior quantidade de lipidios nos quatro niveis de nitrogénio. J4 o cultivo 100 N atingiu em média

21,8%, obtendo 4,54% a mais do que o cultivo inoculado do cultivo autotréfico.

4.3.CRESCIMENTO MIXOTROFICO DA MICROALGA Desmodesmus Sp.

Este cultivo foi considerado, inicialmente, para ter certeza de que a microalga consumia
glicose. Com este crescimento conseguiu-se comparar os trés sistemas de cultivo existentes

atualmente.

4.3.1. Crescimento

Na Figura 4.29 pode-se observar o crescimento celular neste cultivo. O cultivo foi
realizado em duplicata, sendo o M1 o cultivo mixotréfico (1) e o M2 a duplicata. Os cultivos
mostraram bastante semelhanca e um comportamento similar ao heterotréfico. Este cultivo
conseguiu atingir em média 192 Mcélulas/mL. Nao atingiu tanto quanto o heterotréfico, mas

atingiu 3,8 vezes a mais do que o autotréfico.
4.3.2. Consumo de glicose
O consumo de glicose do cultivo mixotréfico em duplicata pode ser observado na Figura

4.30. O consumo foi em média de 4,61 g/L.. Durante os seis dias avaliados, o consumo da glicose

atingiu quase a metade do valor adicionado inicialmente.
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Figura 4. 29. Crescimento celular no cultivo mixotréfico da microalga Desmodesmus sp.
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Figura 4. 30. Consumo de glicose no cultivo mixotréfico
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4.3.3. Porcentagem de lipidios

A porcentagem de lipidios no cultivo mixotéfico foi em média de 25,10%, sendo que esta

foi a maior porcentagem obtida com esta cepa Desmodesmus sp.

4.34. Comparacio do crescimento nos cultivos autotrofico,

mixotrofico e heterotrofico

Foram comparados os crescimentos dos trés cultivos nas mesmas condi¢des de
temperatura e agitacdo. Os resultados do crescimento sdo mostrados na Figura 4.31. Os dados do
sexto dia sd@o listados na Tabela 4.6. O maior crescimento foi obtido no cultivo heterotréfico, que
atingiu 4,8 vezes mais do que o cultivo autotréfico, e 1,34 vezes a mais do que o cultivo
mixotréfico. Assim, o cultivo heterotréfico é o mais eficiente, para obter maior quantidade de

células.
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Figura 4. 31. Comparag¢ado do crescimento celular da microalga Desmodesmus sp. nos trés

sistemas de cultivo
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Tabela 4. 6. Comparacdo do crescimento celular dos trés cultivos

Cultivo Crescimento (Mcélulas/mL)
Autotrofico 54,4
Mixotraéfico 192
Heterotroéfico 261

A Tabela 4.7 mostra os resultados da velocidade especifica de crescimento e do tempo de
duplicacdo dos trés cultivos. Pode-se notar que o cultivo heterotréfico tem tempo de duplicagcdo
menor do que os outros cultivos e, por causa disso, atinge maior crescimento celular. O cultivo
requer, em média, 7,35 horas a menos para duplicar as células do que o cultivo mixotréfico, e,

25,71 horas a menos do que o cultivo autotréfico.

Tabela 4. 7. Valores de velocidade de crescimento e tempo de duplicacdo

Cultivo Velocidade de crescimento Tempo de duplicacio = Tempo de duplicacao

p (dias™) tq (dias) tq (horas)
Al 0,1963 3,53 84,75
A2 0,2367 2,93 70,28
M1 0,2813 2,46 59,14
M2 0,2811 2,47 59,18
H1 0,3232 2,14 51,47
H2 0,319 2,17 52,15

Na Tabela 4.8 sdo listadas as porcentagens de lipidios nos trés cultivos. O cultivo
mixotréfico se caracterizou por conseguir a maior porcentagem de lipidios, j4 o cultivo
heterotréfico foi o que apresentou menor porcentagem dos trés cultivos. Também cabe ressaltar
que, com as condi¢des de cultivo do autotrofico, 24 horas de luz e agitagdo por shaker,
conseguiram-se maiores porcentagens de lipidios do que o cultivo que foi realizado em

fotoperiodo de 12 horas e agita¢do por ar.
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Tabela 4. 8. Porcentagem de lipidios

Cultivo Teor de lipidos (%)
Al 23,24
A2 20,59
M1 27,54
M2 22,64
H1 16,47
H2 18,04

Como resultado desta comparacdo, pode-se concluir que o melhor cultivo para o
crescimento e maior porcentagem de lipidios foi o cultivo mixotréfico mas, no que dizer respeito
aos custos, o mais eficiente é o autotrofico, ja que este nao precisa de fonte de carbono adicional
e com este cultivo se obtém 3,2% a menos de lipidios do que com o cultivo mixotéfico. Mas para
ser realmente eficiente, precisa-se de cultivos em grande escala que consigam uma produgdo
celular eficiente.

No sexto dia, os cultivos mostraram coloragdes bem diferentes. Na Figura 4.32 s@o
mostrados os Erlenmeyers. Pode-se observar que o cultivo heterotréfico, no meio, o verde € bem
menos intenso do que os cultivos mixotréfico (esquerda da foto) e autotréfico (direita da foto);
isto se deve a que, no cultivo heterotréfico, o crescimento celular ndo ocorre por meio de
fotossintese e, portanto, produz pouca clorofila. Os resultados da medicdo de clorofila para estes
trés cultivos sdo listados na Tabela 4.9. A medicdo foi realizada na mesma quantidade de
células/mL e foi fixado no valor de 5,38x10’ para ter um dado comparativo. Os cultivos
heterotréfico e mixotréfico mostraram uma menor quantidade de clorofila e o autotréfico
mostrou quase 8 vezes a mais do que os outros cultivos. A cor verde intensa do mixotréfico deve-
se a maior densidade celular do que o autotréfico. Os carotendides se comportaram da mesma

maneira, o cultivo autotréfico mostrou um teor de carotendides maior do que os outros cultivos.
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L

Figura 4. 32. Comparagao da coloracdo dos cultivos cultivo mixotrdfico a esquerda, na metade

cultivo heterotrofico e a direita cultivo autotréfico

Tabela 4. 9. Clorofila e carotendides

Cultivo Clorofila (ng/mL)  Carotendides (ug/mL)
Autotrofico 8,08 1,85
Mixotroéfico 1,17 0,43
Heterotrofico 0,75 0,19
4.4.0LEO SINTETICO

Este 6leo sintético foi produzido pela necessidade de estudar as varidveis da reacdo de
transesterificacdo: tipo de catdlise, dlcool, temperatura, porcentagem de catalisador e relacdo
Oleo:dlcool. Isto foi necessdrio, j4 que poucas informagdes t€ém-se a respeito das varidveis da
reacdo de transesterificacdo a partir de 6leo de microalga, e na produg¢do do d6leo em escala
laboratorial, a quantidade ¢ minima, sendo possivel caracterizd-lo. Este 6leo foi produzido a
partir dos resultados obtidos na anélise do perfil de dcidos graxos da microalga Desmodesmus sp.,
mostrados na Tabela 4.1.

A partir da matriz feita com a revisdo bibliografica foi montado um sistema de 28
equacgdes. Nestas equagdes cada x corresponde a composi¢do do dcido graxo em cada 6leo. A
idéia foi tentar obter composi¢des dos dleos, para suprir a composicdo de cada dcido graxo na
composi¢ao da microalga. Por exemplo, na Equacdo 4.1, que corresponde ao 4cido hexandico
(C6:0) tem-se composicdes x dos 6leos de coco e de coco babacu para tentar chegar a uma

composi¢ao de 0,18 correspondente a esse dcido graxo na microalga Desmodesmus sp. Assim,
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igualou-se a composi¢do de todos os 4cidos graxos contidos no 6leo da microalga Desmodesmus

sp. com os 6leos da base de dados. A seguir, sdo mostradas as equacdes a serem resolvidas pelo

método iterativo:

Cé6:0

C8:0

C10:0

C12:0

C13:0

C14:0

C15:0

C16:0

C1e6:1

C16:2

C17:0

C17:1

0,6x, + 0,4x,5 = 0,18
0,8x; + 6,8x, + 5,3x15 + 4,7x16 = 0,32
0,5x; + 5,4x, + 0,1x1, + 5,9%15 + +3,8x16 =0
0,3x1 +47,7x, + 0,1x3 + 0,1x¢ + 44,3x15 + +44,5%x,4 = 0,32
Sem equacdo=1,61
0,7x; + 18,5x, + 0,1x3 + 5,01x, + 0,08x5 + 0,1x4 + 0,7xg + 0,1x4¢
+ 0,21x51 + 0,613 + 15,8x45 + 14,1x16 + 0,1xg
+ 0,08x,, = 30,27
0,09x4 + 0,03x5 = 5,27
41,6x1 +9,1x5 + 11,3x3 + 25,1x, + 10,76x5 + 6,4x5+25,79x,+25x4
+ 10,3x9+8x19 + 20,69x11 + 4,2x1, + 15x13 + 3,7x14
+ 8,6x15 + 8,4x16 + 9,7x17 + 19,3x15 + 3,9%19
+ 12,25x,0 + 12x,, = 45,27
0,2x; + 0,1x, + 0,2x3 + 0,59x4 + 0,09x5 + 0,1x4 + 2,85x; + 0,43x4
+ 0,4x9 + 0,13x14 + 0,3x1, + 0,3x13 + 0,2x1g + 0,2x,4
= 0,64
0,2x14 =0
0,1x3 + 0,97x, + 0,1x5 + 0,1x, + 0,08xg + 0,1x;, = 0,24

0,0SXS + 0,1x6 + 0,1x12 + 0,1x21 =0
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C18:0 4,2x; + 2,7x, + 3,6x3 + 3,47x4 + 3,7x5 + 3,6x4+0,77x;+3xg
+ 2,9x9+1,8x19 + 2,18x11 + 2x15 + 8x13 + 0,42x4
Equacdo 4. 13
+ 2,9x15 + 2,8x1¢ + 5,4%17 + 0,7x15 + 2,8%19 + 0,13x,
+ 1,9x21 = 0,31
C18:1 41,3x; + 6,8x, + 23,7x3 + 5,16x4 + 26,25x5 + 21,7x,+46,11x,+17 x4
+ 77x9+53,31¢ + 40,16x,1 + 60x,, + 36,8x13
Equacao 4. 14
+ 82,08x,4 + 15,1x;5 + 18,1x;4 + 38,37x17 + 15,9x5
+ 13,7x19 + 18,06x20 + 26,5x21 = 3,97
C18:2 9,5x; + 2x, + 53,6x3 + 21,32x, + 51,43x5 + 64,9x5+22,8x,+53xg
+ 7,6x9+28,4‘10 + 35,36x11 + 20,25x12 + 39x13
Equacgdo 4. 15
+ 13,19%14 + 1,7x45 + 2,916 + 46,1x17 + 50,9%5
+ 12,5x19 + 68,79x20 + 58,5x21 = 6,21
C18:3 0,3x; +0,1x, + 59x3 + 0,57x, + 6,24x5 + 1,5x4+1,3x,40,12x4
+ 0,8x9+0,3x19 + 0,5x11 + 9,4x15 + 0,28x14 + 0,2x4¢
Equacgao 4. 16
+ 0,07x17 + 12,3x45 + 67,1x19 + 0,69x,4 + 0,6x54
= 1,39
C20:0 0,3x; +0,1x, + 0,3x3 + 1,01x4 + 0,38x5 + 0,3x,+0,16x,4+0,32x4
+ 0,3%9+0,9;9 + 0,56x11 + 0,7x;, + 0,3 + 0,33x;, Equagdo 4. 17
+ 0,4x16 + 0,36x17 + 0,2xlg + 0,3x21 =0

C20:1 0,1x; +0,3x3 + 1,3x4 + 0,23x5 + 0,2x4+0,22x,4+0,1xg+2,419 + 1,5x1,
Equacgao 4. 18

+0,1x,;, =0
C20:2 0,1x;, =0 Equacdo 4. 19
C20:4 0,34x, = 3,81 Equacio 4. 20
C20:5 546x,=0 Equacédo 4. 21
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C22:0 0,1x; + 0,3x3 + 1,06x, + 0,49x5 + 0,6x5+0,15xg + 0,1x9+317 + 0,3x;,
Equacgdo 4. 22

+0,1x,; =0
C22:1 0,1x3+ 0,1x4 + 0,5x1, + 1,5x1, + 0,1x,;, = 0 Equagdo 4. 23
C22:2 0,29x,=0 Equagdo 4. 24
C22:5 4,24x,=0 Equagdo 4. 25
C22:6 6,95x,=0 Equacéo 4. 26

C24:0 0,1x; +0,1x3 +16,79x4 + 0,17x5 + 0,2x4+0,1xg + 0,2x9+1,84¢
Equacgao 4. 27

+ 0,21x11 + 0,1X12 + 0,1X16 + 0,2xlg + 0,1x21 = 0

C24:1 0,1x, + 0,3x3 + 0,4x9 + 0,1x;, = 0,19 Equacio 4. 28

Como resultado do primeiro método iterativo foram encontrados trés oOleos que
misturados mostraram uma semelhanca com o 6leo da microalga Desmodesmus sp. Esta
semelhanga teve desvios em varios acidos graxos, ndo se conseguindo uma igualdade na
composi¢do, mas sim uma aproximac¢do. Foram adquiridos, entdo, estes dleos: dleo de coco
babacu, 6leo de palma e dleo de peixe. Foram analisados os dcidos graxos destes 6leos € um novo
célculo foi feito gerando uma nova proporc¢ao da mistura. O resultado da mistura final foi uma
composi¢do de 65% de 6leo de peixe, 20% 6leo de palma e 15% de 6leo de coco de babagu. Com
o método de cdlculo, vérios desvios foram obtidos quando comparado com a porcentagem do
6leo de microalga; onde mais se encontrou diferenca nos valores, foi nos dcidos graxos de maior
propor¢do da microalga, entre eles o C14:0 e o C16:0. Como o objetivo deste 6leo € saber o
comportamento do 6leo de microalga na transesterificacdo, as reagdes foram inicialmente

realizadas com esta mistura, até conseguir extrair o 6leo de microalga.

4.4.1. Caracterizaciao em acidos graxos

Foram feitas andlises dos 6leos brutos e do 6leo sintético em duplicata para conhecer o

z

perfil dos 4cidos graxos; o resultado € mostrado na Tabela 4.10. Estas andlises foram feitas

realizando uma esterificacdo dos 6leos pelo método descrito no item 3.5.2. Na ultima coluna, a
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direita, € mostrado o perfil de 4cidos graxos da microalga. Na tabela pode-se identificar que os
6leos mostram um perfil de dois ou mais 4cidos graxos que se encontram em maior proporc¢ao. O
6leo de palma pode ser representado por dois dcidos graxos: o C16:0 (dcido palmitico) e o C18:1
(&cido dleico), que representam 82,7% do total. O dleo de coco babagu, pelos dcidos C12:0 (dcido
laurico), o C14:0 (dcido miristico) e, em menor propor¢do o C18:1t (4cido elaidico).

O dleo de peixe pode-se representar por quatro, ji que a propor¢cdo deles € bastante
distribuida, estes 4cidos sao: C16:0 (4cido palmitico), C18:1 (4cido dleico), C18:2 (4cido
linoléico) e o C20:5 (4cido eicosapentaendico), que representam o 63,72% do total. Na tultima
coluna é mostrada a composicao obtida com a mistura destes 6leos na propor¢ao de 65% de 6leo
de peixe, 20% Oleo de palma e 15% de 6leo de coco de babacgu. Pode-se observar que os 4cidos
graxos em maior porcentagem sao o C16:0 (4cido palmitico) e o C18:1 (4cido 6leico), mas so
conseguem representar 0 49,45% do 6leo, o restante estd bem distribuido nos outros acidos.

Comparando com o perfil dos 4cidos graxos da microalga, pode-se notar que foi
representado quase o 50% dele. Também pode ser observado na tabela que o perfil de acidos
graxos gerado com a mistura de 6leos nao obedece a média que representa o acido graxo no 6leo,
ou seja, se tomamos como exemplo o C14:0 e fazemos o que corresponderia desse dcido no 6leo
sintético, quando se misturam nas propor¢des estabelecidas para a mistura, teriamos que:
0,66(0,2) + 23,07(0,25) + 5,46(0,65) = 9,45 deste acido graxo e pela andlise obteve-se 5,71. Isto
quer dizer que a mistura ndo se comporta, em composicdo, como as porcentagens que se
estabeleceram e gerou-se um novo perfil de 4cidos graxos. No final da Tabela 4.1 observa-se a
somatoria dos 4cidos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados dos o6leos, permitindo a
comparacdo com os dcidos graxos de cada 6leo.

Os TG, DG e MG dos 6leos puros e a mistura sintética foram quantificados via
cromatografia de permeacao em gel (GPC) pela metodologia descrita no item 3.5.3. Os resultados
das composi¢des, em porcentagem, sdao mostrados na Tabela 4.11. Podem-se observar nas
composi¢des que os MG do 6leo sintético sdo maiores do que os outros, ficando fora até da
média dos trés dleos. Isto pode ser possivel por varias razdes, como foi observado na andlise da
composi¢do de dcidos graxos, o 6leo sintético gerou um perfil diferente do que a média dos trés
Oleos, isto quer dizer que, quando misturados, os 6leos podem gerar uma mistura completamente

diferente, e ndo necessariamente mostrar o valor médio de todos os valores.
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Tabela 4. 10. Perfil de dcidos graxos de dleos

. Oleo de Oleo de coco Oleo de Oleo Oleo de
Acido Graxo . o e .
Palma babacu peixe sintético microalga

C6:0 0,00 0,28 0,00 0,15 0,18
C8:0 0,04 3,80 0,00 0,63 0,32
C10:0 0,04 3,67 0,08 0,62 0,00
C12:0 0,51 39,90 0,14 8,09 0,32
C14:0 0,66 23,07 5,46 5,71 30,27
C15:0 0,05 0,03 0,47 0,26 5,27
C16:0 40,56 8,61 21,19 23,86 45,27
Cle6:1 0,18 0,04 6,84 3,50 0,64
C17:0 0,09 0,04 0,89 0,73 0,24
Cl17:1 0,03 0,03 1,04 0,54 0,00
C18:0 4,67 2,98 3,97 4,00 0,31
C18:1t 0,00 14,60 0,24 0,00 0,00
C18:1 42,14 0,00 14,26 25,59 0,00
C18:2t 0,18 0,00 0,14 0,10 0,00
C18:2 9,11 2,54 12,73 9,49 6,21
C18:3t 0,26 0,00 0,41 0,20 0,00
C18:3 0,26 0,05 1,91 0,99 1,39
C20:0 0,41 0,12 2,01 1,19 0,00
C20:1 0,22 0,10 1,06 0,70 0,00
C20:4 0,00 0,00 1,18 0,58 3,81
C20:5 0,00 0,00 15,54 8,00 0,00
C22:0 0,07 0,06 0,21 0,13 0,00
C22:4 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00
C22:5 0,00 0,00 1,73 0,90 0,00
C22:6 0,00 0,00 7,73 3,95 0,00
C24:0 0,10 0,00 0,13 0,10 0,00
C24:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19

Saturados 47,2 82,56 34,55 45,47 82,18

Monoinsaturados 42,57 14,77 23,44 30,33 0,83

Poli-insaturados 9,81 2,66 41,37 24,21 11,41

Esta diferenca nas composi¢oes também pode ser possivel pela oxidacdo dos dcidos
graxos, pela armazenagem, e pela mudanca das condi¢des ambientais. Foi observado entdo que o
6leo sintético varia um pouco a sua composicdo com o tempo. Estas andlises foram realizadas
com bastante cuidado, e, a cada planejamento realizado, analisou-se a amostra pelo GPC para ter
certeza da composicao inicial da mistura.
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Tabela 4. 11. Perfil de acilglicerdis dos 6leos

Oleo TG (%) DG (%) MG (%)
Oleo de coco babacu 95,4 2,0 2,6
Oleo de palma 96,2 2,9 0,9
Oleo de peixe 88,7 1,4 9,9
Oleo sintético 81,1 6,2 12,7
4.4.2. Quantificacao dos acidos graxos livres

Foi feita a quantificacdo dos &cidos graxos livres (AGL), em triplicata, pelo método

mencionado no item 3.5.1, para cada 6leo e para o 6leo sintético. O resultado é mostrado na

Tabela 4.12. O 6leo de palma adquirido foi refinado, razdo pela qual a quantidade de AGL € bem

menor do que os outros. O 6leo de peixe mostrou uma porcentagem elevada de AGL. Com o

valor da acidez obtidoé possivel ver que o valor ndo é a média dos trés dleos, o valor foi mais alto

do que a média, que foi de 3,2, e a andlise da acidez do 6leo sintético teve um valor de 4,7 de

AGL. Mas este valor mostrou uma semelhan¢a com o 6leo da microalga Desmodesmus sp. Isto €

um bom resultado, j4 que tem uma caracteristica a mais parecida e que influencia na producéo de

biodiesel.

Tabela 4. 12. Acidos graxos livres

Oleo % AGL
Oleo de Palma 0,18
Oleo de coco babagu 1,9
Oleo de peixe 7,5
Oleo sintético 4,7
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4.4.3. Estabilidade do 6leo sintético

Foram realizadas andlises de DSC para se ter uma nocdo do comportamento da
degradacdo térmica e do ponto de fulgor de cada um dos 6leos puros e do 6leo sintético, com o
objetivo de conhecer o comportamento da mistura. Esta andlise foi feita pelo método descrito no
item 3.5.4. As curvas de DSC sdo mostradas nas Figura 4.33 a Figura 4.36, obtidas sob pressdo
atmosférica. O 6leo de coco mostrou uma curva bem definida. As curvas do 6leo de palma e dleo
de peixe mostraram vdrios picos endotérmicoso que pode ser explicado pela grande diferenca no
perfil de dcidos graxos e por conter maior quantidade de dcidos graxos mais pesados. A mistura,
por tanto, apresentou o comportamento de uma mistura multicomponente. As triplicatas para
todos os 6leos mostraram bastante semelhanca.

O comportamento térmico do 6leo de peixe teve dois tipos de efeitos térmicos, um
endotérmico e outro exotérmico. Ja nos outros 6leos, sé o efeito endotérmico foi representativo.
O pico de degradacdo (pico exotérmico) s6 apareceu no Oleo de peixe e no 6leo sintético. A
temperatura de fulgor do 6leo sintético mostrou semelhanca com o comportamento das andlises
dos dleos, o que demonstra que a mistura € homogénea e tem um comportamento parecido com

todos os Oleos.
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Figura 4. 33. Curva de DSC em triplicata do 6leo de coco babacu obtidas sob atmosfera de N,

(50 mL.min™)
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Figura 4. 34. Curva de DSC em triplicata do 6leo de palma obtidas sob atmosfera de N, (50
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Figura 4. 35. Curva de DSC em triplicata do 6leo de peixe obtidas sob atmosfera de N, (50
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Figura 4. 36. Curva de DSC em triplicata do 6leo sintético obtidas sob atmosfera de N, (50

mL.min’l)

Os resultados da temperatura onde comega a vaporizagdo de cada 6leo podem ser vistos
na Tabela 4.13. Pode-se notar que a temperatura de todos os dleos, incluindo o 6leo sintético, é
elevada. Sendo a maior de todas, a do 6leo sintético que mostrou seu pico de endotérmico (ponto
de fulgor) em 410°C. A degradacdo térmica do 6leo (pico exotérmico) sintético comega em torno
dos 310°C, ponto no qual o 6leo comega perder as suas propriedades e a mistura pode ndo ter a
mesma composi¢do. A temperatura do ponto de fulgor mostrou um aumento no 6leo sintético,
isto aconteceu em quase todas as andlises, os resultados ndo mostraram valores médios dos trés
6leos e sim um novo comportamento. O aumento da temperatura de fulgor pode-se considerar
como um resultado bom, j4 que quanto maior a temperatura de fulgor do 6leo, provavelmente
serd maior a do biodiesel produzido

Tabela 4. 13. Ponto de fulgor dos 6leos a pressdo atmosférica

Oleo Ponto de Fulgor (°C)
Oleo de coco de babacu 371
Oleo de palma 387
Oleo de peixe 408
Oleo sintético 410
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4.4.4. Producio de biodiesel

A produgdo de biodiesel a partir do dleo sintético foi feita via reac@o de transesterificacao.
Nesta etapa se estudaram as varidveis que influenciam na reag@o. A seguir, sdo detalhadas as

etapas:

4.4.4.1. Anailise da catalise da reaciao

Inicialmente, se fez um estudo da catdlise da reacdo. Foram estudadas as reacdes de
catélises dcida e bdsica com o objetivo de escolher a melhor e mais eficiente na producao de

ésteres.

4.4.4.1.1. Catalise basica

O dleo sintético apresentou uma porcentagem de 4,7 % de AGL e por esse motivo, foi
necessdria uma preparacdo prévia da matéria prima, ji que estes dcidos graxos livres podem
reagir com o catalisador da reacdo de transesterificacdo (NaOH) formando sabdo e diminuindo a

eficiéncia da reacdo.

Foi realizada uma reag@o de neutralizagdo usando 1% de NaOH como catalisador durante
15 min. Assim que os sais foram produzidos, a mistura foi centrifugada e os sais separados do
6leo neutralizado. Por fim, este 6leo neutralizado foi lavado. Depois destas etapas, foi realizada a
reacdo de transesterificacdo, reagindo o 6leo com o dlcool (etanol) em propor¢des de 1:10, a uma
temperatura de 60°C com 1% de catalisador (NaOH). A reagdo estudada foi monitorada no tempo
de 15, 30 e 60 minutos, e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 4.14. Pode-se observar
que, nos resultados da temperatura de 60°C, os TG e os MG aumentaram suas composi¢des. Isto
pode acontecer, ja que todas as reagdes sdo reversiveis, podendo, pelas condicdes da reacgao,
favorecer a producdo dos TG, DG e MG. Este aumento, nestes produtos, significou uma
diminui¢do da producdo de glicerina. Os resultados da reagdo basica foram poucos satisfatorios, a
perda de matéria prima na preparacio foi de 6% e as conversdes ndo foram muito altas. Ainda,

sd0 necessarios muitos estudos das etapas envolvidas para se chegar a um biodiesel de qualidade.
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Tabela 4. 14. Resultados da reagcdo bédsica T=60°C

Tempo da reacao (min.) TG (%) DG (%) MG (%) EE (%) GL (%)

0 83 9,5 7,5 0 0
15 8,2 12,6 8,2 70,9 0
30 3,6 9,8 0,41 814 1,2
60 4.5 94 1,7 83,8 0,6

4.4.4.1.2. Catalise acida

As vantagens de realizar catélise dcida € que a etapa na prepara¢do da matéria prima deixa
de ser necessdria, isto porque na transesterificacdo dcida ocorrem as duas reagdes
consecutivamente. Primeiramente, ocorre uma esterificacdo dos sais dos dcidos e, depois,
acontece a transesterificacdo de todos os dcidos graxos. Viarias desvantagens se t€ém quando se
trabalha com este tipo de reacdo: a reacdo € bem mais longa, € utilizado um grande excesso de
alcool e grande porcentagem de catalisador.

Foram estudados dois alcodis como reagente em excesso. O metanol, que € o dlcool mais
usado para este tipo de reagdo, e o etanol. O metanol € mais usado ja que a separacdo da glicerina
com o biodiesel € bem mais facil. Quando se trabalha com etanol, geralmente se acrescenta uma
etapa de destilacdo para retirar o dlcool em excesso antes do processo de separacdo da glicerina,
mas este dlcool pode ser recuperado.

Para a andlise da catdlise acida da reacdo de transesterificacdo, com o objetivo de
comparar a performance dos dois alcodis, foi feita uma revisdo bibliogréifica de estudos feitos
desta reacdo e das varidveis de operacdo em diferentes 6leos. Mediante isso, conseguiu-se
entender quais varidveis poderiam influenciar nos resultados, e encontrou-se que, varidveis como
a porcentagem de catalisador, relagdo molar 6leo:dlcool, temperatura e tempo da reagcdo sdo as
que mais influenciam a reacdo de transesterificacdo. Baseado na literatura, foram escolhidos os
valores destas varidveis para realizar a reacdo com o etanol e o metanol como reagentes em

€XCESSO.
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A producdo de ésteres foi estudada em fun¢do do tempo nas duas reacdes. Os gréificos da
conversdao de ésteres metilicos e etilicos sdao mostrados nas Figura 4.37 e Figura 4.38,
respectivamente. O comportamento foi bem semelhante; pode-se observar que nos dois graficos
os TG diminuem sempre com o tempo. Diferentemente acontece com os DG e MG, que
comecam a aumentar e depois diminuem, isto deve-se as reacOes paralelas da reacdo de
transesterificacdo, primeiro se formam os DG e MG para depois ser consumidos e transformados
em éster. Por outro lado, os ésteres sempre aumentam sua fracio e a glicerina, permanece quase
constante durante o tempo da reacgao.

Os graficos mostraram quase o mesmo perfil, mas os resultados atingidos foram bem
diferentes. A reagdo feita com metanol foi bem mais lenta e conseguiram-se menores conversoes
de ésteres metilicos. Diferente disto aconteceu com a reacdo com etanol, que em menos tempo
atingiu-se maiores conversoes de ésteres etilicos.

A reacdo com o metanol resultou em conversdes de 70% de éster nas 72 horas de reagdo,
ja com o etanol se conseguiram conversdes de 90% nas 48 horas de reacao. Foi, entdo, concluido
que a reacdo com etanol é mais eficiente, conseguindo maior produgdo de ésteres. Este resultado
€ bom, ja que € possivel obter etanol a partir de matérias primas renovdaveis, o que torna o
processo bem mais limpo. No entanto, o metanol é muito mais usado na industria do biodiesel
produzido a partir de dleos vegetais, por ser bem mais barato do que o etanol e pela separacao

com a glicerina que € bem mais fécil e rdpida.
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Figura 4. 37. Curva de consumo de TG, DG e MG e produg¢ao de glicerina e ésteres metilicos
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Figura 4. 38. Curva de consumo de TG, DG, MG e producdo de glicerina e ésteres

etilicos

4.44.2. Planejamento de experimentos

A partir dos resultados da etapa anterior, se escolheu realizar uma reacdo de catdlise dcida
em excesso de etanol. Partiu-se, entdo, para o planejamento de experimentos com o fim de tentar
otimizar as condicdes de operacdo da reacdo de transesterificacdo. Dois planejamentos foram

feitos e sdo descritos a seguir:

4.4.4.2.1. Planejamento fracionado resolucao IV

Foi realizado um planejamento fracionado resolucdo IV, com o objetivo de obter os
efeitos principais das varidveis em estudo, o que ird permitir definir quais varidveis sdo usadas
para o planejamento fatorial completo, e assim, conseguir otimizd-lo. Quatro varidveis foram

estudadas nos niveis inferior, superior € ponto central, conforme Tabela 3.11.
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Os resultados deste primeiro planejamento sio mostrados na Tabela 4.15, onde sdo
apresentadas as composi¢des dos TG, MG, DG, EE e GL dos nove ensaios; também € mostrada a

composi¢do do 6leo sintético usado no planejamento.

Tabela 4. 15. Resultados planejamento fracionado resolugdo IV

Ensaio Temperatura Tempo Catalisador 6leo:dlcool TG DG MG EE GL

sigg‘i’co 0,807 0 0,193 0 0
1 1 1 1 1 062 0 0 0364 0016
2 1 1 1 1 0,038 0 0043 0,857 0,062
3 1 1 1 1 0,524 0,136 0 0304 0,036
4 1 1 1 1 0,227 0,158 0,027 0,564 0,023
5 1 1 1 1 0,08 0,057 0,072 0,741 0,05
6 1 1 1 1 0 0 0,045 0,911 0,044
7 1 1 1 1 0,028 0,03 0035 084 0,066
8 1 1 1 1 0,021 0,012 0,024 089 0,053
9 0 0 0 0 0,073 0,106 0,072 0,7 0,049

A andlise dos resultados foi feita pelo software STATISTICA 7. Na Tabela 4.16 sdo
mostrados os efeitos das varidveis lineares (L) e suas interacdes. Em negrito estdo os efeitos que
considerados significativos nessa faixa de trabalho. Observa-se, entdo, que as varidveis relacao de

Oleo:dlcool e a temperatura ndo sdo significativas para este processo.

No diagrama de Pareto, mostrado na Figura 4.39, pode-se observar que estes efeitos
ficaram fora do limite de confianca, que foi de 95%. Como resultado, a temperatura na producao
de ésteres etilicos a partir da mistura sintética ndo foi muito significativa, obtendo-se uma faixa
de melhores resultados entre 50 e 75°C. Com isto, conclui-se que a temperatura da reagcdo de
transesterificacdo em catélise dcida para o 6leo sintético ndo precisa ser muito alta, o que é uma

vantagem, ja que se evita a evaporagdo do dlcool em excesso.
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Tabela 4. 16. Coeficientes de regressdo para a conversio de EE

Coef. de Erro Lim. de Lim. de
regressio  padrao b p-valor conf. -95% conf. 95%
Média 0,692222  0,002750 251,7300 0,002529  0,657282 0,727163
(1) Catalisador (L) 0,114250  0,002917 39,1714 0,016249  0,077190 0,151310
(2) Temperatura (L) -0,027000  0,002917  -9,2571 0,068505 -0,064060  0,010060
(3)Tempo (L) 0,169000 0,002917 57,9429 0,010986 0,131940 0,206060
(4)Relaciio dleo:alcool (L)  0,006750 0,002917  2,3143  0,259657 -0,030310  0,043810
1L x 2L -0,051500 0,002917 -17,6571 0,036016 -0,088560  -0,014440
1L x 3L -0,074000 0,002917 -25,3714 0,025079 -0,111060  -0,036940
1L x 4L 0,061250  0,002917 21,0000 0,030292  0,024190 0,098310
(3)Tempo //;é’j/ / ////// ////;//,’?// _ 157 94286 |
(1)Catalisador ﬁg;ﬁ/ / /// / %ﬁ? 39,17143
1by3 éé; . //%/’ o
1by4 ﬁﬁ/// // 21,
1by2 ?éf//f / //j//// 17,6571
(2)Temperatura ﬁjﬁ;’f/f/ . -9,%5714
(4)Alcool ﬁﬁ? 2,314286;

Efeitos Estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 4. 39. Diagrama de Pareto planejamento resolugao IV
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A partir da andlise feita decidiu-se, entdo, fixar a temperatura em 60°C para trabalhar, ja
que esta temperatura esta bem inferior a temperatura de ebuli¢cdo do etanol, que sob pressdo
atmosférica é de 78°C. Ja para o efeito da relagdo 6leo:dlcool, se observou que esta varidvel
depende muito da porcentagem de catalisador a ser utilizado e, assim, quando se trabalha com
altas porcentagens de catalisador, se requer alta relacdo de 6leo:dlcool. Além do que, com
maiores quantidades de dlcool na mistura, se obtém melhores conversdes de ésteres. Se escolheu
o ponto central da relagdo 6leo:dlcool que € 1:35 molar.

Contudo, foram eliminadas duas varidveis do processo e seus valores foram fixados. A
varidvel relacdo de 6leo:alcool teve seus melhores resultados (altas conversdes de ésteres) quando

se trabalhou na relac@o 1:35 molar. A temperatura, como dito anteriormente, foi fixada em 60°C.

4.4.4.2.2. Planejamento fatorial completo

A partir dos resultados do planejamento fracionado de resolugdo IV eliminaram-se duas
varidveis, a relacdo molar 6leo:dlcool e a temperatura da reagdo, nos valores de 1:35 molar e
60°C, respectivamente. Para completar o estudo das varidveis da reacdo de transesterificacao foi

. . . 2 N . .
realizado um planejamento fatorial completo 2° com trés pontos centrais. Os ensaios foram
realizados numa bateria de reatores, onde foi possivel fazer 5 ensaios ao mesmo tempo,

controlando separadamente a temperatura e a agitacao.

Foi estudada a tabela ANOVA para o planejamento completo e realizado o teste F,
obtendo-se que o modelo ndo poderia ser representado linearmente. Portanto, foram adicionados
os pontos estrela e partiu-se para um delineamento composto central rotacional (DCCR). Os
resultados dos ensaios com a conversao de ésteres, sdo mostrados na Tabela 4.17, nos niveis

anteriormente apresentados na Tabela 3.13.

A andlise dos resultados foi feita pelo software STATISTICA 7 em varidveis codificadas.
Os efeitos das varidveis sdo mostrados na Tabela 4.18, onde pode-se observar que o Unico efeito
ndo significativo é o tempo de reacdo. Para estudar melhor o efeito que tem cada varidvel, foi
construido o diagrama Pareto, mostrado na Figura 4.40, no qual pode-se observar as varidveis

significativas no limite de confianca definido, que foi de 95%. Como conclusdo, tem-se que as
128



Capitulo 4- Resultados

duas varidveis, porcentagem de catalisador e tempo da reacdo, sdo significativas para o processo
de producdo de biodiesel na faixa de estudo, e que s6 o efeito quadrético da varidvel do tempo

ndo € significativo.

Tabela 4. 17. Resultados planejamento fatorial completo 2

Ensaio Catalisador Tempo TG MG DG EE GL

1 -1 -1 0,155 0,16 0,088 0,554 0,042
2 1 -1 0,044 0,053 0,064 0,778 0,061
3 -1 1 0,012 0,018 0,036 0,825 0,11

4 1 1 0,017 0,026 0,047 0,823 0,088
5 -1,41 0 0,391 0,247 0,071 0,24 0,051
6 1,41 0 0,016 0,02 0,045 0,802 0,117
7 0 -1,41 0,072 0,08 0,065 0,699 0,083
8 1,41 0,016 0,037 0,06 0,805 0,082

0
9(0) 0 0 0,021 0,023 0,051 0,801 0,103
10 (O) 0 0 0,02 0,024 0,045 0,818 0,093
11 (C) 0 0 0,012 0,019 0,07 0,789 0,111

Tabela 4. 18. Coeficientes de regressao para a conversdo de EE

Lim. de Lim. de

Coef. de Erro
t(2 -val
regressio  padrio ) p-varor conf. -90% conf. 90%
Média 0,802667 0,008413 95,4084 0,000110 0,766469  0,838865

(1) Catalisador (L) 0,138849 0,005152 26,9511 0,001374 0,116682  0,161015

Catalisador (Q) -0,113708 0,006132 -18,5436 0,002895 -0,140092 -0,087325
(2)Tempo (L) 0,046488 0,005152  9,0236 0,012059 0,024322  0,068655
(2)Tempo (Q) 0,001792  0,006132  0,2922  0,797667 -0,024592  0,028175
1L x 2L -0,056500 0,007286 -7,7548 0,016225 -0,087848 -0,025152
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(1)Catalisador(L) //// 26,951

@)Tempo(L) /// 9,0236

Tempo(Q) / ,292185%3

p=,05

Efeitos Estimados Padronizados (valor absoluto)

Figura 4. 40. Diagrama de Pareto planejamento fatorial completo 2°

Para estudar se o modelo pode ser representado estatisticamente € necessdrio realizar um
estudo de variancia, com o qual € construida a tabela ANOVA. Esta tabela € obtida pelo software
STATISTICA 7. Para este estudo foi retirada a varidvel nao significativa (tempo quadratico)
obtendo-se uma nova tabela de efeitos, mostrada na Tabela 4.19. A partir destes dados foi

construida a tabela ANOVA, apresentada na Tabela 4.20.

Tabela 4. 19. Coeficientes de regressao para a conversao de EE

Coef.de Erro t2) _valor Lim. de Lim. de
regressao padrao P conf. -95% conf. 95%
Média 0,804353 0,006121 131,4018 0,000058 0,778015 0,830691

(1) Catalisador (L) 0,138849 0,010304 26,9511 0,001374 0,233364  0,322030

Catalisador (Q) -0,114235 0,011721 -19,4917 0,002622 -0,278904  -0,178037
(2)Tempo (L) 0,046488 0,010304 9,0236 0,012059 0,048643 0,137310
1L x 2L -0,056500 0,014572 -7,7548 0,016225 -0,175697  -0,050303
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Tabela 4. 20. Tabela ANOVA

Fonte de variacao SQ N” Graus de MQ Teste F
Liberdade
Regressao 0,264960 4 0,0662
Residuos 0,053292 6 0,0089 7,46
Falta de ajuste 0,052867 4 0,0132
Erro puro 0,000425 2 2,2E-4 62,25
Total 0,318252 10
% de Variagao explicavel: 83,25
% maxima de variacdo explicavel: 99,87

O teste F foi aplicado nos resultados, sendo que o F calculado para a variagdo entre os
efeitos da regressao e residuos foi de 7,46. Na tabela dos pontos de porcentagem de distribuicdao
para uma confianca de 95%, o F tabelado € F4¢=4,53. O F calculado € maior do que o tabelado,
e, portanto, o teste se cumpre. Para a analise dos efeitos de falta de ajuste e erro puro o teste F
também € cumprido, ja que o F calculado foi de 62,25 que é bem maior do que o F tabelado, que
¢ de F42=19,25. A partir destes resultados conclui-se que o planejamento pode ser representado
por meio de uma equagdo quadratica mostrada em funcdo dos valores reais (Equacdo 4. 29), onde

C € a porcentagem de édlcool e 7 € o tempo de reagao.

EE = 0,020329 4+ 0,154692 * C — 0,007140 * C?> + 0,018748 * t — 0,002018 * C Equacdo 4. 29
*t

A partir destes resultados foi construida a superficie de resposta e a curva de contorno,
mostradas nas Figura 4.41. Nestas figuras pode-se observar claramente que é possivel conseguir
altas porcentagens de ésteres em diferentes tempos de reacdo, e que a varidvel que influencia
mais no processo € a porcentagem do catalisador. Valores mais altos de producao de ésteres sao
encontrados trabalhando com altas porcentagens de catalisador, encontrando-se uma faixa 6tima

a partir de 7,5 até 12% de catalisador.
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Figura 4. 41. (a) Superficie de resposta, (b) curva de contorno para a resposta de ésteres etilicos

em funcio da porcentagem de catalisador e o tempo de reacgao.

Concluindo, com o estudo estatistico foi possivel encontrar um 6timo para a produgdo de
biodiesel da mistura sintética, e essas condi¢des foram usadas com o Oleo da microalga
Desmodesmus sp. As condi¢des de operacdo para a producdo de biodiesel sdo: catalise dcida com
10% de catalisador, excesso de 1:35 mol/mol de dlcool etilico, uma temperatura de 60°C e um
tempo de reacdo de 24 horas. O tempo foi fixado neste valor baseado nos estudos da escolha do
alcool do item 4.4.4.1.2 no estudo da catalise dcida, ja que nesse tempo, pela cinética da reacgao,

conseguiu-se maior conversdo de ésteres e a conversao a partir deste tempo nao muda muito.

4.5.CONCLUSOES PARCIAIS

Neste capitulo os resultados foram satisfatérios, cumprindo-se os objetivos propostos no
trabalho de tese. O trabalho com a microalga foi enriquecedor. Em cada etapa realizada foi
necessdria a revisdo bibliografica para conseguir os melhores e mais eficientes métodos.
Conhecimentos foram adquiridos, desde a manipulacdo da microalga até o estudo das melhores
condi¢des de cultivo. Precisou-se de estudos aprofundados para o tratamento do micro-
organismo. Foi necessario conhecer como foi conduzida a fotossintese e como se realizava a

reproducdo celular.
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Contudo, foi possivel reproduzir a microalga de forma eficiente. O estudo do crescimento
nos trés cultivos existentes foi uns dos resultados mais relevantes, conseguindo obter valores bem
diferentes de densidade celular em cada um dos cultivos. Os resultados do crescimento celular
foram 54,4, 192 e 261 Mcélulas/mL para o cultivo autotréfico, mixotréfico e heterotréfico,
respectivamente. Com esses resultados, pode-se concluir que, para se obter um maior crescimento
celular, o melhor cultivo é o heterotréfico. O estudo para separacdo do meio, processo de
extracdo e quantificagdo dos lipidios foram eficientes. Os resultados foram bastante coerentes,
obtendo um teor de lipidios de 23, 25 e 17 % em biomassa seca para o cultivo autotréfico,
mixotréfico e heterotréfico, respectivamente. O cultivo que teve maior teor de lipidios foi o
mixotréfico pois apresentou um alto crescimento celular e uma alta porcentagem de lipidios.

O dleo sintético, mesmo ndo sendo idéntico ao Oleo da microalga Desmodesmus sp.,
mostrou ser eficiente para o estudo da transesterificacdo, conseguindo, pelo planejamento de
experimentos, as melhores condi¢des da reacdo. Foram estudadas as principais varidveis que
influenciam no processo: porcentagem de catalisador, relacdo molar 6leo:dlcool, temperatura e
tempo da reacdo. Com o planejamento de experimentos, conseguiu-se chegar as melhores
condi¢des de operacdo para uma transesterificacdo dcida com excesso de dlcool etilico (relacdo
molar 6leo:alcool de 1:35), uma temperatura de 60°C e um tempo de reacdo de 24 horas. Com
estes valores, o 6leo sintético atingiu uma composicao de 90% de ésteres etilicos, 2% de glicerina

e, em menor propor¢do, 3,9% MG, 2,6% DG e 1,4% TG.
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5. CONCLUSOES

Virias condi¢des de crescimento da microalga Desmodesmus sp. foram estudadas. O
crescimento foi avaliado em sistemas abertos e fechados. O crescimento em sistemas abertos foi
realizado em tanques de 200 e 500 L, ji os sistemas fechados foram em fotobiorreatores de
capacidade de 250 mL até 30 L. Os sistemas de cultivo usados foram os trés existentes:
crescimento autotréfico, mixotréfico e heterotrofico. Trés meios de cultivo foram estudados: o
meio Guillard /2, Guillard {/2 modificado com meio agricola e o BG-11, mas nos trés sistemas

sé foi estudado o meio de cultivo BG-11, o Guillard f/2 s6 foi estudado no cultivo autotréfico.

O crescimento celular atingido foi de 54, 192 e 261 Mcélulas para o cultivo autotréfico,
mixotréfico e heterotréfico, respectivamente. O cultivo heterotréfico foi quase 5 vezes maior em
densidade celular do que o autotréfico. A porcentagem de lipidios foi de 23, 25 e 17 % para o
cultivo autotréfico, mixotrofico e heterotrofico, respectivamente. Pode-se, entdo, concluir que o
melhor sistema de cultivo é o mixitréfico, que resultou num alto crescimento celular e alta
porcentagem de lipidios em biomassa seca. Um dos inconvenientes de se trabalhar com este

sistema € que os custos aumentam, devido a quantidade de glicose adicionada.

Os estudos de deficiéncia de nitrogénio realizados no cultivo autotréfico e heterotréfico
mostraram que com a deficiéncia deste nutriente € possivel aumentar a quantidade de lipidios. No
cultivo autotréfico foi possivel aumentar em até 3% o teor total de lipidios, ja no cultivo

heterotréfico, em até 6%.

Na producdo do 6leo sintético, varios inconvenientes foram encontrados na simulaciao do
6leo ao se montar o sistema de equacdes. Um deles foi que o C13:0 (4cido isomiristico) ndo foi
encontrado em nenhum perfil dos 4cidos graxos dos diferentes 6leos. Outro é que vérios acidos
graxos presentes em alguns 6leos ndo sdo encontrados no 6leo da microalga. Isto aconteceu com
0 C10:0 (4cido decandico), C20:5 (4cido eicosapentaendico), C22:0 (dcido docosandico), C22:1
acido docosendico, C22:2 (4cido docosadiendico), C22:5 (4cido docosapentaendico) e o C22:6

(4cido docosa-hexaendico). Isso ndo se tornou um grande problema, pois tais dcidos graxos
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aparecem em baixa quantidade em todos os 6leos, o que diminuiu o erro. Outro ponto foi que
uma das equagdes (equagdo 4.20) do sistema ndo convergiu, pois somente o 6leo de peixe tem o
C20:4 em sua composi¢do, sendo esta composi¢do bem menor do que no 6leo da microalga. Este
inconveniente era esperado, pois era impossivel ter um 6leo sintético idéntico ao da microalga,

mas sim uma aproximacao.

Os resultados obtidos com o 6leo sintético deram uma nog¢ao do que deveria-se esperar
para o Oleo extraido da microalga Desmodesmus sp. Com o estudo das varidveis da reagdo de
transesterificacdo com o Oleo sintético também foi possivel escolher a catélise da reacdo,
optando-se pela 4cida e o dlcool escolhido foi o etanol, pela performance e porque é possivel
obté-lo de recursos renovaveis. A partir do planejamento de experimentos foram determinadas as
melhores condi¢Oes de operacdo para a transesterificacdo dcida, encontrando os valores 6timos
das varidveis de operagdo: porcentagem de catalisador de 10%, relacdo Oleo:dlcool de 1:35
mol/mol, temperatura de 60°C e tempo da reacdo de 24 horas. Este resultado foi extremamente
relevante ja que, nestas condicOes, € possivel produzir até 90% de ésteres etilicos com o 6leo

sintético.

5.1. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Ja que os estudos de producdo de biodiesel a partir de 6leo de microalga sdo relativamente
novos, muitos aspectos precisam ser estudados mais profundamente com a finalidade de diminuir

os custos e aumentar a produtividade.

Espécie de microalga: encontram-se na atualidade milhdes de espécies de microalgas que

sdo oleaginosas, as quais contém maior porcentagem de lipidios nas suas células. Testar

diferentes espécies.

Meio de cultivo: testar diferentes meios de cultivo como o BOLD, BBM, dentre outros.
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Fotobiorreator: testar com fotobiorreatores equipados com controle das varidveis como

pH, temperatura e nutrientes.

Sistema de cultivo: estudar mais a fundo o crescimento mixotrofico e heterotréfico com

fontes de carbono: glicose, glicerol, acetato, frutose, lactose, xilose, sacarose, arabinose, dentre

outras.

Recuperacio da biomassa: usar diferentes métodos para a recuperagdo da biomassa como

sedimentadores, floculantes, dentre outros.

Extracdo de lipidios: testar diferentes solventes, diferentes métodos de extragcdo: extragdo

supercritica, ultrassom, micro-ondas, pressdo, entre outros.

Integracdo de processos: atualmente, ¢ fundamental para que um processo industrial se

torne economicamente vidvel. Vdarias partes das microalgas podem ser aproveitadas e criar uma
integracdo de processos de producdo de biodiesel, bioetanol, biogés e tratamento de efluentes.
Isto € uma parte importante para se trabalhar futuramente ja que, atualmente, é a tinica maneira
de tornar o processo economicamente vidvel para competir com os biocombustiveis provenientes

de dleos vegetais.

Producdo de biodiesel: realizar reagdo in situ, ou utilizar processos em condigdes

supercriticas.
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