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RESUMO

Os combustiveis fosseis por ser uma fonte esgotdvel tornaram-se uma preocupacio mundial,
em razio da necessidade de atender a excessiva demanda, tanto em termos industriais como
em transportes. Uma das maiores preocupagdes atuais com relagfo aos combustiveis fosseis
séo também os efeitos danosos causados ao meio ambiente proveniente da geragfio dos gases
que provocam o superagquecimento global. Assim sendo, esses motivos #ém levado o homem 3
procura de novas fontes de energias renovéveis. Dentro deste prisma, as oleaginosas vém se
tornando a principal fonte de biocombustiveis, porém tem sido alve de fortes criticas,
principalmente pelo uso excessivo de terras ardveis, que pode comprometer a geragio de
alimentos. Deste modo, outra fonte de energia renovavel que nfo apresenta esta dificuldade é
o biocombustivel proveniente de microalgas. As mesmas para seu desenvolvimento
necessitam de nutrientes adequados, provenientes da preparagio de um meio sintético, ou de
outros meios modificados, como o uso de Aguas residudrias domésticas, aguas salobras e
outros efluentes. Este trabatho estudou a viabilidade de desenvolver as microalgas Chloreila
sp ¢ Chiorella vulgaris em um meio de cultivo modificado com adi¢io do concentrado
oriundo do processo de dessalinizagfio de agua salobra via osmose inversa, a fim de avaliar a
potencialidade da produgio de biodiesel de microalgas em estudo. Este trabalho foi
desenvolvido em duas etapas: a primeira ctapa realizou estudos em escala de bancada,
desenvolvido nos laboratérios LABDES/UFCG ¢ BIOTEC/UFSC. Nesta etapa foi avaliado o
crescimento celular de duas cepas da Chlorella sp (TU1 e TU3) ¢ de uma cepa da Chlorella
vulgaris cultivadas no meio de cultura Bold's Basal Medium (BBM). Os cultives foram
realizados a 26°C, sob iluminagéo de Sklux e fotoperiodo de 12 horas, com agitagio continua.
A Chlorella vulgaris apresentou maior produtividade celular atingindo o méximo crescimento
celular com 5.9 x 107 cel.mL™e lipidica com teor de 8,56%, no perfil de dcidos graxos
analisado via cromatografia gasosa foi obtido 34,68% de acidos graxos saturados. Os estudos
seguiram com meios de cultura modificados pela adicio do concentrado. A faixa que
apresentou melhores resuitados de crescimento celular, produtividade e producdo lipidica foi
com adi¢8o ao meio de cultura de 10 a 25% do concentrado. Com 25% do concenirado ac
meio de cultura que correspondeu a uma condutividade de 1.622puS.em” e com SDT
aproximado de 1.054,30mg.L", foi obtido uma densidade celular de 4.7 x 107 cel.mL™, que
alcangou teor de lipidios de 9,76% com 40,57% de acidos graxos saturados, os teores de
carboidratos ¢ proteinas ndo sofreram alteragdes com relagio ao cultivo em 100% de BBM. A
separa¢fio da biomassa por meio da floculagiio para este tipo de célula foi ineficiente devido a
grande perda da biomassa. O processo de separagfio utilizando membranas por microfiltragio
apresentou methor eficiéncia. A segunda etapa deste trabalho foi desenvolvida em lagoas
raceway de 4000L, localizada na comunidade de Urugu, distrito do municipio de Sdo Jodo do
Cariri-PB. Os resultados obtidos nestas lagoas ndo foram satisfatorios, apresentaram lipidios
de 2,88%, com decréscimo também nas proteinas ¢ carboidratos, em razdo principalmente das
variagdes de temperatura e luminéncia. O cultivo a céu aberto mostrou alta complexidade para
operar nas condicOes climdticas locais o que prejudicou o desenvolvimento celular. Porém,
em condigdes de fotobioreatores de escala laboratorial, o uso do concentrado apresentou
viabilidade, pois promoveu excelente desenvolvimento celular além de manter altos valores
de carboidratos e proteinas, exceto para os acidos graxos, mostrando assim a possibilidade de
minimizar os impactos ambientais causados pelo concentrado.

Palavras-chave: Microalga Chlorella sp. Microalga Chlorella vulgaris. Biodiesel. Lagoas
Raceway. Concentrado da dessalinizagio.



ABSTRACT

Fossil fuels to be an inexhaustible source became a worldwide concern because of the need to
meet excessive demand both in industrial and transportation. A major concern with current
fossil fuels is the harmful/hazardous environmental effect it causes by the generation of gases
that cause global overheating warming. These reasons this concern have led man looking for
new sources of renewable energy. In this regard, oilseeds have become the main source of
biofuels, though it has been under heavy criticism mainly because of the excessive use of
arable land that would compromise the generation production of food. Another source of
renewable energy that does not present this difficulty is biofuel from microalgae. The
(microalgae) need adequate nutrients for development. These nutrients can be from the
preparation of a synthetic or supplied form other sources, such as the use of domestic
wastewater, brackish waters and other waste. This study examined the feasibility of (growing)
microalgae Chiorefla sp and Chlorelfa vulgaris in a modified colture medivm with addition of
the concentrate product from the process of desalination of brackish water via the reverse
osmosis in order to evaluate the potential production of the biodiesel microalgae studied. This
study was conducted in two stages: the first step carried out studies ina bench scale,
developed in the LABDES/UFCG and BIOTEC/UFSC laboratories. In this step, two strains
of Chlorella sp (TU1 and TU3) and a strain of Chlorella vulgaris were grown in culture
medium Bold's Basal Medium (BMB) and there growth assessed. The culture was carried out
at 26 C under illumination 5klux and a photoperiod of 12 hours with continuous stirring.
Chlorella vulgaris showed higher productivity growth, reaching a maximum cell growth of
5.9x107cel.mL e with lipid content of 8.56%. In the fatty acid profile analyzed by gas
chromatography,34.68% of the fatty acids were saturated. The studies followed with culture
media modification by addition of the concentration. The track showed a betier cell growth
yield and with lipid was added to the culture medium 10-25% of the concentrate. 25% of the
concentrate to in the culture medium corresponded to a conductivity of 1.622pS.cm™ and
approximately 1054.30 mg.L™! SDT. A cell density of 4.7 x 107cel.mL™* was obtained, which
had a lipid content of 9.76%, 40.57% saturated fatty acids, the levels of carbohydrates and
proteins remained unchanged with respect to culiure in 100% of BBM. The separation of the
cell type by means of flocculation was inefficient due to the great loss of biomass. The
separation process by microfiltration membranes showed better efficiency. The second stage
of this work was developed in raceway ponds of 4000L, Urugu located in the community,
district of the ray tracing-PB. The results obtained in these ponds were ot satisfactory. The
lipids contents were 2.88%, there was also a decrease in protein and carbohydrates
concentrations, mainly due to variations in temperature and luminance. The culture in the
open proved highly complex to operate in local weather conditions which hampered cell
development. However, under conditions of a laboratory scale photobioreactors, the use of the
concentrate was viable because it provided excellent cell growth while maintaining high
values of carbohydrates and proteins, except for fatty acids, thus showing the possibility of
minimizing the environmental impacts caused by concentrated.

Keywords: Chiorellasp. Chlorella vulgaris. Biodiesel. Raceway ponds. Concentrate
desalination.
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1 INTRODUCAO

O mundo com © uso excessivo dos combustiveis fosseis pelas industrias ¢
principalmente pelo setor de transporte faz com que se viva uma dupla crise mundial queéa
escassez das fontes de combustiveis fosseis e a degradacio ambiental.

Desta forma, seja pelos efeitos negativos causados ao meio ambiente ou esgotamento
das reservas de combustiveis fosseis, ¢ imprescindivel e urgente 4 procura de fontes
energéticas alternativas que sejam de custo competitivo com as atuais fontes de energia
existente, como tambérn serem renovaveis, biodegradaveis, de produgdo limpa e nfio toxicas.
Dentro  desse prisma, destacam-se 0s biocombustiveis que constituem recursos
biodegradaveis, renovéveis e estdio associados com varias vantagens ambientais, uma vez que
permitem a reduc@io das emissOes de poluentes, principalmente os gases de efeito estula
responsaveis pelo superaquecimento global.

Atualmente o pafs que vem se destacando mundialmente na produgio de energia limpa
e renovavel é o Brasil que possui em sua matriz energética 45% de energia renovavel,
enquanto no mundo este valor ndio ultrapassa a 14% (EMBRAPA, 2010).

O biocombustivel que vem se destacando no cenario mundial atualmente ¢é
representado em sua maioria pelos derivados de culturas terrestres, tais como: soja, milho,
cana-de-acticar. No entanto, vem a cada dia sendo pressionado pelo mercado de alimentos
devido a enorme drea de terras agricultiveis necessérias para sua produgo, além de contribuir
também com a escassez de dgua potivel e para a destrui¢fio das florestas no mundo.

Neste sentindo, as microalgas apresentam um grande potencial em substituir essas
fontes de energias derivadas das oleaginosas, pois as microalgas apresentam diversas
vantagens em relagBo as fontes alternativas de energias renovaveis, se destacando
primordialmente duas vantagens que sfo: maior taxa de sequestro de CO» quando comparado
com as plantas superiores, sendo esta a fonte de carbono utilizada nos processo bioquimicos
da célula para produgfo de lipidios e a outra vantagem primordial € a nfio competi¢io por
terras araveis, sendo o espago para o cultivo das microalgas destinado apenas para suporte,
podendo assim utilizar terras improdutivas ou degradadas. Outras vantagens também
merecem que se destaquem tais como: 1) as microalgas apresentam rapido crescimento € com
alta produtividade em dleo para obten¢io de biodiesel (comportamento diferenciado entre as
espécies), 2) utilizam dguas residuais, dguas salobras ou improprias para o consumo

convencional; 3) reciclagem do meio liquido, 4) a demanda de 4gua € bem menor guando
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comparada com os cultivos agricolas, 5) pode além da extragio do dleo, obter outros produtos
de alto valor para as inddstrias alimenticias e farmacéuticas, dentre outras.

Além do mats, o biodiesel nfio é a tinica fonte de energia renovdve!l derivado das
microalgas outras fontes energéticas podem ser obtidas como: o metano ou biogas produzido
pela digestdo anaerébica da biomassa, biohidrogénio produrido pela lignina celulosica através
da fermentacfio, bicetanol e biobutanol obtido do agucar da biomassa por meio de
fermentaciio (BOROWITZAKA, 1999; MALCATA, 2011).

Contudo, o potencial das microalgas dentro do estudo desse trabalho tem voltado a
atengfio para o contexto de producio de lipidios e a produgio de outras fontes de energias
alternativas, como o etanol, que podem ser incorporadas em trabathos futuros, como um
caminho ambientalmente correto para os residuos provenientes da extracfio do dleo da
biomassa algal, reduzindo os custos na produgfio de biodiesel e os impactos ambientais.

No entanto, dentro da realidade e da necessidade que o mundo vive em obter uma
fonte de energia renovavel, a opgfio de obter biocombustivel por meio das microalgas torna-se
mais atrativa na medida em que se aliam algumas situagdes problematicas oriundas das
necessidades atuais, como destine adequado para as Aguas residuais ¢ ocupaclo de areas
improprias para cultivo e produgio de alimentos. Esta situagfio esta bem presente na regido do
semidrido no Nordeste onde devido sua caréncia hidrica existe a necessidade da utilizago de
dguas subterrineas. Porém, devido as caracteristicas geolOgicas e climaticas, além de acdes
antropicas, muitos destes aqiiiferos apresentam 4guas improprias para consumo humano
devido aos altos teores de sais. Pois, conforme Baretta (2008), a concentracio média de
solidos totais dissolvidos nos aquiferos cristalinos que estfio presentes na regifio semiarida do
Nordeste é de 2.719 mg.L". Logo, para que estas 4guas possam ser utilizadas para o consumo
humano, faz-se necessaria a utilizacfio de processos de dessalinizagio. No entanto, a
tecnologia dominante para dessalinizacBo da 4gua na regifio semidrida € o processo por
separacfio de membranas via osmose inversa. Contudo, estes sistemas produzem rejeitos com
elevadas concentragdes salinas que apresentam grande impacto ambiental, o qual presta-se
sobremaneira para o cultivo de microalgas, particularmente de Chlorella sp e Chlorella
vulgaris.

Diante da importiincia incontestivel dos sistemas de dessalinizagiio por osmose
inversa na regiio semidrida do Brasil, atualmente ¢é a técnica mais adequada para tornar as
aguas salobras em Agua potavel. Todavia, poucos estudos vém sendo efetuados para promover
um destino adequado ao concentrado de sais gerado no processo € evitar os impactos

ambientais.
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Barreta (2008) estudou o aproveitamento econdmico dos sais provenientes do rejeito
salino dos sistemas de dessalinizacdo de osmose inversa, em especial a exploragio do
magnésio presente em elevadas concentragdes no concentrado apresentando elevado potencial
ccondmico. Mas, em razdo das pequenas vazOes nos sistemas analisados ndo fol possivel
obter elevados volumes dos sais de magnésio em curto espage de tempo inviabilizando os
ganhos econdmicos.

| Alguns estudos estdo voltados para a criaciio de peixes com alta capacidade de
abébrg;ﬁc de sais,. como as tildpias. Porém, os efluentes gerados nesses. processos
principaimente quando se faz o uso de ragfio, podem causar sérios danos ambientais tanto ao
solo como aos corpos hidricos.

Também vem realizando o cuitivo de ervas sal, atriplex, que tem um ¢levado poder de
reter sais, mas ac langar o residuo liquido salino gerado pelo dessalinizador, este pode nio ser
absorvido totalmente pelas ervas sal e provocar possivel infertilizag&o no solo.

Mas, alguns processos de aproveitamento do concentrado vém obtendo sucesso como
¢ o caso do cultivo hidropdnico com o uso do concentrado, porém, ainda existe a preocupacéo
com os residuos liquidos gerados por esta técnica, caso os mesmos nio sejam tratados
adequadamente podem trazer danos ambientais. Além, de as espécies cultivadas via
hidroponia ter um teor de tolerdncia aos sais limitando assim o uso de maior quantidade do
concentrado.

Assim sendo, o presente trabalho apresenta uma proposta inédita para utilizagéio do
concentrado na produgdio de microalgas em tanques raceway na propria fomte geradora do
concentrado.

Dentre as microalgas existentes que se adaptam bem a elevadas concentragdes de sais,
destaca-se a Chlorella sp e Chiorella vulgaris, além da vantagem de adaptabilidade aos sais,
esta microalga possui  4cidos graxos em sua biomassa com potencial para producio de
biocombustivel e também apresenta alta produtividade celular, favorecendo desta forma um
maior sequestro de carbono durante seu processo de crescimento, caracterizando-se assim
como uma das microalgas adequadas para a produgfio de biodiesel na regido semiarida do
Nordeste, onde é comum o uso de dessalinizadores de osmose inversa para producio de dgua
potavel.

Portanto, este trabalho pretende fornecer subsidios para viabilizar a produgido de
biodiesel a partir de microalgas no semiarido do Nordeste da Paraiba tendo como base os
meios de cultivos do concentrado (rejeito) dos dessalinizadores utilizando as microalgas

Chiorella vulgaris e/ou Chlorella sp.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIETIVO GERAL

Estudar e viabilizar o crescimento de Chlorella vulgaris e Chiorella sp em escala
laboratorial ¢ em lagoas Raceway em meios de cultura medificados com o reuso do
concentrado a partir do processo de dessalinizagdo via osmose inversa com o intuito de

analisar a viabilidade para produgio de biocombustivel a partir da Chiorella vulgaris ¢

Chlorella sp.

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar e adaptar cepas apropriadas de Chlorella vulgaris e Chlorella sp para
crescimento em aguas com moderada salinidade;

b) Padromzar o concentrado através da operalizagfo do dessalinizador de osmose inversa
por meio das andlises fisico-quimicas das dguas dessalinizada e concentrado;

¢} Otimizar meios de cultivo em escala de laboratério para o crescimento de C. vulgaris
Chlorella sp;

d) Verificar rendimentos, densidade celular, produtividade e clorofila-a em biomassa
frente ao meio de cultivo modificado;

¢) Verificar os teores de lipidios, proteina e carboidratos da biomassa obtida;

f} Verificar o perfil de acidos graxos da biomassa;

g) Viabilizar o crescimento de C. vulgaris em um tanque piloto, tipo raceway, de 200 m’;

h) Estabelecer os pardmetros para cultivo a “céu aberto”;

1) Avaliar os métodos de separacio e secagem.
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3 REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1 AGUAS SUBTERRANEAS E SUAS CARACTERISTICAS NO SEMIARIDO

A distribuigio de agua no planeta, na qual observa-se que 97,5% correspendem a dgua
salgada e o restante, & dgua doce. Do total de dgua disponivel para abastecimento, somente
31,1% vém dos rios, lagos, fontes subterrineas e outros reservatorios (DI BERNARDO; PAZ,
2008).

Segundo Borghctti et al. (2004), a 4gua subterrinea representa 29,9% da 4dgua doce
disponivel no planeta. Em alguns continentes e paises, o abastecimento ¢ efetuado, em grande
parte, por esse tipo de fonte, destacando-se: india (80%), Europa (75%), Brasil (61%),
Estados Unidos da América (51%), Asia/Pacifico {31%) e América do Sul (29%).

As aguas que se encontram no subsolo da superficie terrestre sfio denominadas aguas
subterrdneas e classificadas em dguas de lengol fredtico e dguas de lengol confinado (ou
artesiano). As primeiras se encontram sob pressfio atmosférica. A alimentacio do lencol
fredtico ocorre geralmente ao longo dele préprio sendo, susceptivel a poluicio e a
contaminacdo decorrentes de infiltragdio de lixiviados contendo substincias de interesse
sanitario. Neste tipo de fonte, a turbidez e a concentracdo de sdlidos suspensos normalmente
sfo baixas; porém, a concentragfio de solidos dissolvidos pode ser elevada, principalmente,
pela presenca de metais e de ions que conferem dureza 4 dgua. Sua maior desvantagem ¢é o
fato de nfio fornecer grande vazbes e depender das variagBes climdticas; periodos secos
prolongados que podem reduzir drasticamente a capacidade de extragiio.

As aguas de lengol confinado {aqilifero artesiano) sfio aqueles que se encontram
limitadas por camadas impermedveis e sujeitz a4 pressdo maior que a atmosférica. O
aproveitamento dessas aguas se da por meio de pogos profundos. A alimentagdo do lengol
acontece somente no contato da formagfio geoldgica com a superficie do solo. Por suas
caracteristicas, pode apresentar sélidos dissolvidos de interesse sanitdrio. As condicdes
climaticas pouco ou nada afetam suas caracteristicas.

As minas sfio dguas subterrineas que surgem espontaneamente na superficie da terra
em pequenas vazdes, comumente, inferiores a 2,0L.s’ sio menos susceptiveis 2
contaminacdo. Em geral, o escoamento acontece durante todo o ano, com vazio maior na

época de chuvas e menor na época de estiagem.
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As aguas subterrineas que apresentam 4gua salobra ou salgada apresentam altas
concentragdes de sais, principaimente cloretos, tanto em dguas do lengol fredtico, quanto em
aguas de lengol confinado (artesiano). Pelas caracteristicas das aguas, dificilmente podem ser
tratadas nas Estagbes de Tratamento de dguas comumente utilizadas no Brasil. Neste caso, é
indispensavel o uso de técnicas de dessalinizago, como a osmose inversa.

Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), airavés da Resolucio n°
357, de 17 de margo de 2005, cdnsidéra—se 4gua doce aquela que possui salinidade igual ou inferior
a 0,5%o (500 ppm); salobra aquela com salinidade superior a 0,5%o ¢ inferior a 30%o; e salina a que
possui salinidade acima de 30%e. (3.000 ppm).

Os terrenos sedimentares apresentam os methores agiiiferos, ¢ ocupam cerca de
4.130.000Km®, ou seja, aproximadamente 48% do territorio nacional. Os terrenos cristalinos
constituem os aqiiiferos carstico-fraturados e fraturados, que ocupam cerca de 4.380.000 Km’,
52% do territorio nacional (FERREIRA, 2008).

As bacias sedimentares, por sua vez, possuem grande volume de iguas subterrineas, porém
estima-se que 70% deste volume situa-se em terras do Piaui ¢ Maranhdo. Com relago ao seu
potencial hidrico, este varia de 100 kin’.ano™ (Alagoas/Sergipe) até 17.500 km’.ano™ (Maranhéo).
De todos os estados nordestinos pertencentes 4 regiio do semidrido, o Piauf € o que fornece os
maiores volumes de Agua (5.000 nr'.hab”.ano™). Todos os outros, com excegdo da Bahia,
fornecem valores abaixo de 2.500 m’ hab™.ano™, sendo considerados pobres em 4gua. Dentre eles,
destacam-se a Paraiba ¢ Pernambuco como os estados com a menor oferta hidrica, ocorrendo, no
altimo, uma oferta de apenas 1.320 m’ hab™ ano™ (SUASSUNA, 2005).

Normalmente os problemas da qualidade da 4gua nos terrenos cristalinos estio fortemente
relacionados 4 elevada salinidade que ¢ tipica dos agiiiferos do cristalino do semiarido do Nordeste
(FERREIRA, 2008).

No Brasil a maior parte do semi4rido do Nordeste cerca de 600.000km? é constituida por
ferrenos cristalinos. A associagfo nesta regifio de baixas precipitagBes, distribui¢dio irregular das
chuvas, cobertura vegetal esparsa, especialmente no bioma caatinga, favorece o escoamento
superficial em detrimento da infillzaciio. Assim, no cristalino do semidrido brasileiro, os pogos
muito comumente apresentam vazdes entre 1 ¢ 3 m’h” ¢ elevado contetido salino geralmente
acima dos padries de potabilidade. Apesar disso, diversas comunidades do interior do Nordeste,
esses pocos constituem a tnica fonte de abastecimento disponivel (ANA, 2005).

No Brasil, existem regiGes, principalmente nos estados do Nordeste, que nfo dispdem de
agua doce suficiente para abastecimento das comunidades, especiaimente na época de estiagem, de

sorte que as fontes subterrdneas salinas sdo a Vmica alternativa para suprir constantemente as
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necessidades de agna das comunidades. Neste contexto, no Estado de Permmambuco, a Companhia

Pernambucana de Saneamento (COMPESA), com basc nas experiéncias da Companhia de

Engenharia Rural da Bahia (CERB), instalou 15 sistemas de dessalinizagio por osmose inversa em

pequenas localidades, com o infuito de fornecer 4gua potavel 3 populagiio. A implantagiio dos

sistemas permitiu o aproveitamento de fontes de 4gua alternativas e reduziu o custo no uso de
- carro-pipa (LINS; PINHO, 1997).

De acordo com Campos (2007), O custo do m® da 4gua dessalinizada, para os sistemas que
operam com vazdes superiores a 800 litros por hora, situa-se dentro dos padrdes aceitaveis de
cobranca, e que a andlise de custo-beneficio € bastante positiva e principalmente diante dos
beneficios que agua dessalinizada traz como, a diminuicio do indice de mortalidade infantil, a
redugfo dos internamentos hospitalares, de infecgdes por diarréia, de exames laboratoriais, de
gastos com remédios, dos indices de hipertensos, além de proporcionar a melhora sensivel de
pessoas que sofrem de problemas renais.

Em diversas localidades dos estados do Rio Grande do Norte, do Cear4, Paraiba e Bahia é
comum o uso de dessalinizadores, com o intuito de aproveitar a reserva de dgua de pocos e agudes
com salinidade relativamente alta na regifio semidrida (concentracfo de cloretos na faixa de 200 a
3000mg.L ™). Segundo Oliveira ¢ Barros (1999), apesar das possiveis dificuldades de manutengiio
que ocorrem nestes sistemas em pequenas comunidades, eles concluiram que a tendéncia firtura no
Nordeste do Brasil € uma maior utilizaciio da tecnologia de dessalinizagfio via osmose inversa,
como forma de viabilizar as poucas fontes de agua disponiveis na regido do semiarido do Nordeste.

Em se tratando de dessalinizagiio de agua do mar, tem-se o exemplo de Femando de
Noronha, onde existe uma unidade de dessalinizacfio por osmose inversa que dessaliniza agua do
mar, fornecendo dgua potavel a itha, projeto este implantado pelo LABDES/UFCG. A técnica de
dessalinizacfio por Osmose Inversa € difimdida no mundo inteiro, por exemplo, na Ardbia Saudita,
em Jubal, existe uma unidade com capacidade de produzir 900 mil metros ciibicos por hora para
abastecimento publico e em Cingapura a técnica € utilizada para produgfio de agua potavel com
custo de RS 0,80 (DI BERNARDO; PAZ, 2009).

3.2 PROCESSOS DE DESSALINIZACAO POR MEMBRANAS

A tecnologia de membranas nfo € apenas utilizada na osmose inversa, existem outros trés

tipos de sistemas: microfiltragio (com poros de didmetros médios entre 0,1 e 1pm); vitrafiltracio
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(poros entre 0,01 e 0,1um) e nanofiltracfio (poros do tamanho de moléculas). De todas essas, a
osmose inversa ¢ a mais eficiente eliminando as menores particulas, gue sfio os sais dissolvidos na
Agua — por isso somente esse processo ¢ utilizado para tornar a dgua do mar propria para o
CONSWNO,

A Osmose Inversa € obtida através da aplicagBo mecdnica de uma pressiio superior a
pressio bsmética do Tado da soluclio mais concentrada, invertendo-se, desta maneira, o sentido do
fluxo de solvente que atravessa a membrana.

Assim sendo, a agua pura pode ser retirada de uma solugfio salina por meio de uma
membrana semipermedvel, contanto que a solugfio em questfo se enconire a uma pressdo supetior
4 pressiic osmdtica relativa 4 sua concentragiio salina.

Na pratica isto pode ser obtido pressionando-se a solugiio por meio de uma bombé. e
passando esta solugfo sob alta pressdo por um vaso de pressio onde estd contida a membrana, vaso
este denominado de permeador.

Nos processos de dessalinizagfio por meio de osmose inversa, o fluido atravessa a
membrana em fluxo “cruzado™ ou tangencial, ou seja, ocorre um contato do fluxo paralelo 2 4rea
da membrana, Nos processos de dessalinizagdio de grande escala ocorre com elementos de
membranas do tipo espiral.

O médulo em espiral € composto por praticamente trés camadas com fungdes especificas:
espacador, membrana e filme coletor.

() espagador como o propric nome sugere, facilita a passagem da agua através do modulo,
aumenta a turbuléncia da agua na superficie da membrana auxiliando no processe de
dessalinizacdo e ajuda a carrear os sais que tendem a precipitar nas superficies das membranas.

A membrana € o elemento responsivel pela seletividade, o que vai passar através dela ou
ndo, duranie o processo de osmose inversa. E o filme coletor € responsavel por captar toda a dgua
que atravessou a membrana ¢ direciond-la para o tubo coletor que se encontra no centro do
moédulo.

A agua pura e a solugfio agora mais concentrada sfo retiradas de forma continua dos dois
lados da membrana, de modo que a pressfio osmotica e a concentragfo de sais se mantenham em
nivel aceitdvel para que o processo nfo seja interrompido.

A 4gua assim obtida ¢ denominada de produto e a solugio concentrada de sais de rejeito ou
concentrado.

Existem diversos processos aplicados 4 purificaciio de dgua, mas para a dessalinizagéo de

aguas, utilizam-se apenas os térmicos e com membranas. Dentre 0s processos térmicos tem-se:
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Todos os métodos Destilagdo Flash com Miiltiplos Estagios (MSF); Destilagdo Miultiplo
Efeito (MED); Destilagdo por Compressdo de Vapor (CV), ja para os processos de membranas
tem-se: Osmose Inversa (OI) e Eletrodidlise (ED) citados apresentam vantagens e desvantagens em
suas aplicabilidades e em relagfio aos seus custos de instala¢fo, consumo de energia, manutengio,
operagfo, volume de 4gua tratada, volume de rejeito gerado, qualidade de 4gua produzida, tempo e
espaco fisico utilizado (SILVA, 2008).

3.2.1 Osmose inversa

A osmose inversa ¢ a técnica que vem consolidando no mercado para produgdo de agua
potavel e ocorre quando uma press@o superior a pressdo osmotica € aplicada no lado da solugéo
mais concentrada. Quando isso ocorre, se obtém agua pura a partir de uma solugdo salina por meio
de uma membrana semi-permeavel, como apresenta as Figuras 01, 02 e 03. Em processo de grande
escala o fendbmeno ocorre com auxilio de uma bomba de alta pressdo e sob fluxo continuo,

passando por um permeador (vaso de press@o) onde fica situada a membrana.

Figura 01 - Fluxo osmético Figura 02 - Equilibrio osmético Figura 03 - Osmose inversa
PRESSAO
B -
Press@o
Osgnética

[ t

Membrana semi-permeavel Membrana semi-permedvel Membrana semi-permedvel
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A osmose inversa ¢ utilizada para a obtengdo de agua com alto grau de qualidade,
inclusive dgua para abastecimento a partir de agua salina ou salobra, ja que possibilita a
remogdo de sais dissolvidos ou moléculas inorganicas, bem como moléculas organicas. A taxa
de rejeigdo de sais inorganicos pode variar de 95% a mais de 99%, dependendo do tipo de
membrana utilizada, concentragdo de sais dissolvidos na corrente processada, tipo de
substdncias envolvidas e condi¢des operacionais do sistema (CONLON, 1990). Sistemas de
osmose possibilitam o tratamento de 4guas com uma concentragdo de sais dissolvidos
variando de 5,0 mg.L" até 34.000 mg.L™' (WAGNER, 2001).

A dessalinizacdio via osmose inversa ja se encontra consolidada no mundo. Em alguns
lugares da Ardbia Saudita ainda é utilizado o processo térmico para dessaliniza¢fo de dguas, mas
estes vém sendo substituidos pelos processos de membranas. Essa mudanga se deve ao fato dos
sistemas com membranas serem mais leves, modulares, ocuparem menor espago, serem de facil
manuseio € manutengdo, tem menor consumo de energia e o custo do produto € inferior (AMJAD
etal., 1992).

A Figura 04 apresenta a configuracdo tipica de um sistema de dessalinizagdo via osmose
inversa, que ¢ composto por médulos de membranas de baixa porosidade alojadas em dutos de alta
pressdo, composto por duas bombas uma auxiliar que inicia o funcionamento do sistema e a
bomba de alta pressdo € responsavel pela permeacfio da dgua salobra sobre as membranas. A 4gua
inicialmente ¢ filtrada em um sistema de filtros de acetato celulose para remover o material em
suspensdo com o intuito de conservar a membrana de osmose inversa. A bomba dosadora no
sistema em questdo tem a fun¢io de efetuar o pré-tratamento quimico e impedir a incrustagdo nas

membranas.

Figura 04 - Sistema de um processo de Dessalinizagdo de Agua por Osmose Inversa (OI)

Fonte: Franga (2007)
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Pilat (2001) fala que o processo de dessaliniza¢fo de 4guas com membranas tem maior
vantagem no que se refere ao projeto instalado com perspectiva de futura ampliagéo,
vantagem na venda de servigos pelas empresas executoras; possui baixo consumo de energia
comparado aos outros processos de dessalinizagfo, o que faz com que o custo do produto final
seja reduzido, facilidade na construgéo, operagdo e manutencéio, sua rejeicio de sais chega a
99,5% e maior que 99,9%, para algumas espécies quimicas; 100% de rejeigdio de micro-
organismos, outra vantagem que vem sendo aplicada ¢ a utilizagio do rejeito gerado durante o
processo para ser utilizado na irrigacdo de plantas hal6fitas do tipo atriplex nummularia e no
cultivo de espécies de hortalicas por meio hidropdnice, como também em tanques de viveiros
de peixes que se adaptam a altas salinidades tais como a tildpia rosa e na obten¢io de sais para
0 consumo animal.

O processo de dessalinizagfio por osmose inversa, como qualquer outra operagio unitaria,
obedece as conservagdes de massa e energia.

Para que o processo ocorra com sucesso, muitas vezes se faz necessario a modelagem, ou
uma simulacio do processo, resultando-se, desta maneira, no célculo de vazbes, pressbes de
operagdo, fluxo de permeado e concentrado, coeficientes de transferéncia de soluto e solvente,
recuperagio do sistema, dentre outras equagdes que possam tornar o0 processo 0 mais real. Assim,
serfio listadas as principais equagdes de maior interesse neste trabalho.

3.2.1.1 Equagdes caracteristicas do processo de osmose inversa

Rejeicdo de sais(RS)

A Rejeicdo de Sais (RS) fornece a capacidade da membrana de rejeitar os sais dissolvidos durante
a permeacdo da dgua.

C,-C
RS(%)= L”C—”.IOO (1.0)

Onde: RS é a rejeicio de sais, C, é a concentragdo de alimentagio (mgL™"), C, é a

concentracdo do permeado (mg.L'l).
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Recuperagdo do sistema

A recuperagio do sistema refere-se & razéio da agua de alimentagfio convertida em 4gua
purificada e depende de varios fatores, como a formacgio de Scaling na superficie das
membranas, a pressdo osmotica, temperatura da dgua da alimentagdo e a qualidade do

permeado.

r(%) = @ 100-

g, Q,+0,

Onde: r ¢ a recuperagéio do sistema, Q, ¢ a vazio da agua produzida, Q, é a vazio
da agua de alimentagfo e Q, € a vaziio da agua de rejeito, ambas em L/min.

100 (2.0)

Com o aumento da recuperagio do sistema, mais dgua é convertida em produto. Isto
reduz o volume da agua a ser rejeitada e, consequentemente, aumenta a concentragio de sais
dissolvidos na corrente do concentrado, assim como a possibilidade de incrustagio dos

elementos de membranas.

Concentragdo de sais

Quanto 2 concentragdo de sais dissolvidos na corrente do rejeito pode ser calculada

com o auxilio da seguinte equagéo:

C =—= (3.0)

Onde: C, =concentragdo de sais dissolvidos na corrente de rejeito (mg.L™),
C, =concentra¢fio de sais dissolvidos na corrente da alimentagéo (mg.L™"), R=nivel de
recuperagio do sistema (%).

A qualidade das &guas do afluente e dos efluentes do sistema de dessalinizagfio é
monitorada através de andlises fisico-quimicas. Nos procedimentos de campo, a qualidade da
agua geralmente de forma superficial ¢ avaliada através de aparelhos como condutivimetro e
pHmetro. Uma vez que, a condutividade indicara de forma aproximada, a concentragéio de

sais da agua.
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A qualidade da dgua dos efluentes do dessalinizador nfio permeados geralmente
apresenta elevadas concentragdes de sais que ird depender da salinidade presente no afluente e
da taxa de recuperagéio do equipamento.

Em razio desta caracteristica de concentra¢es elevadas de sais do efluente nio
permeado ou rejeito do dessalinizador, vem se estudando técnicas de minimizar o impacto
ambiental gerado pelo seu langcamento a céu aberto como comumente ¢ efetuado
principalmente nas comunidades rurais, podendo provocar a infertilidade dos solos.

Como citado por Pinho (2009), estudos demonstraram que o rejeito langado ao solo ¢
absorvido, e o proprio aquifero de onde provém o afluente pode ser contaminado por diversos
agentes quimicos utilizados no pré-tratamento do processo, além de aumentar sua dureza e
salinidade devido a alta concentracdo dos sais. As altas concentra¢des de sddio, cloro e boro
reduzem a produtividade do solo ¢ suas plantas.

Sabe-se que o uso prolongado do concentrado pode ser prejudicial ao solo, podendo
causar erosdo da estrutura do mesmo, além de afetar a produtividade. Como consequéncia, o
uso da terra torna-se ndo sustentdvel, em longo prazo. (HUSSAIN et al., 2002).

Conforme relatado por Pinho (2009) € imprescindivel a implantagdo de um processo
que minimize os impactos ambientais negativos nas areas onde ocorrem os processos de
dessalinizagdo para que assim possa oferecer a sustentabilidade desta tecnologia que tem
como objetivo principal a producgio de agua potavel. Mohamed, Maraga ¢ Al Handhaly
(2005) e Jordan et al. (2009) citam a necessidade da aplicagéio de regulamenta¢des quanto a
qualidade dos rejeitos langados no meio ambiente e apontam as seguintes alternativas técnicas
para este problema:

a) Ajustes nos mecanismos de evaporacio na dessalinizagdo térmica: o tamanho do
tanque de evaporagiio influi na taxa de produgdo do concentrado;

b) Conversdes quimicas: hd possibilidade de produzir compostos quimicos a partir do
residuo, por exemplo: Na,CO;, NaHCOj; e NH4Cl obtidos a partir do NaCl presente no
concentrado;

¢) Aplicagdes em biotecnologia: o residuo pode ser utilizado na irrigagio de Atriplex
lentiformis, uma planta que ocorre naturalmente em solos alcalinos e € adaptada a alta
salinidade. Que podem ser utilizadas principalmente como ragéio para caprinos;

d) A alta salinidade e alcalinidade, aliado a disponibilidade de altas temperaturas e -
radiagfo solar tipicas das areas onde dessalinizagdo ¢ realizada, podem constituir uma

forma de produgdo tilapias e produgfo de microalgas como a Spirulina e outras
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espécies com potencial para produgio de bicombustivel que se adaptem bem a altas

concentragdes de sais, gerando assim produtos de alto valor comercial.

3.3 MICROALGAS

3.3.1 Historico

A cultura com algas teve inicio em 1919, com a introdugfio de Chlorella sp.
verificando-se que certas algas podiam duplicar-se com muita velocidade e que sua matéria
seca podia duplicar-se com muita velocidade e que sua matéria seca podia conter 50% de
proteina. Os primeiros testes de produgfio em grande escala foram realizados na Alemanha em
1942, mas o grande interesse no assunto instalou-se apenas nos anos 50 e progrediu
rapidamente. Durante a segunda guerra mundial a Chlorella sp. também foi investigada por
pesquisadores alemdes devido ao potencial em duplicar sua biomassa algumas vezes por dia
em laboratério com iluminacio adequada, sendo que a mesma proporcionaria uma estocagem
de fontes de alimentos, principalmente de proteinas (BORGHETTI; BORGHETTI J.R; ROSA
FILLHO,2004).

O cultivo de microalgas com produgfio em larga escala foi iniciada em 1960 no Jap#o
por Nikon Chlorella com a cultura de Chlorella sp. Em 1970 a Arthrospira platensis foi
cultivada em larga escala no Lake Texcoco, México € em 1977 na Taildndia. Por volta de
1980, 46 industrias produziam cerca de uma tonelada de Chlorella por més na Asia. As
microalgas t€ém um interesse comercial muito grande em razdo dos secus bioprodutos com
potencial nutricional de alto valor comercial, como por exemplo, a astaxantina pigmento
produzido por determinadas espécies de microalgas utilizadas como antioxidante € como
corantes de alimentos que custa em torno de US$3milhdes por tonelada (WILLAMS;
LAURENS, 2010).
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3.3.2 Produgio mundial de microalgas

A Europa vem investindo em grandes projetos para produgéo de microalgas, como o
projeto da Carbon Trust que investiu 26 milhdes de euros para implantagio de grandes
fazendas de cultivo de microalgas no norte da Africa. Em 2009 a Carbon Trust investiu mais
8 milhdes de euros no projeto intitulado “ Algae Biofuels Challenge” (ABC), atualmente este
projeto € constituido por 11 institui¢des incluindo as universidades de Manchester, New
Castle, associagdo escocesa para ciéncias marinhas entre outros. O governo escocés investiu 6
milhdes de euros para o projeto chamado “Biomara” que consiste no estudo de varias espécies
algal com rapido crescimento como também a separagdo das mesmas do meio de cultivo. A
companhia de energia renovavel da Espanha e a companhia de energia verde de Massachuttes
formaram uma parceria de 92 milhdes de dolares em 2007 para produgdio de oleos de algas,
este projeto consiste de uma area de 100ha de estufa de cultivo de algas, produzindo 25.000
toneladas de biomassa de algas por ano. A companhia italiana de energia, instalou uma planta
piloto de 1ha para produgio de 6leo derivado de algas em fotobiorcatores ¢ lagoas abertas
{GU; SINGH, 2010).

De acordo com Piccolo (2010 apud GU; SINGH, 2010), os paises mais favoraveis
para instalar as fazendas de cultivo de algas sdo os localizados no sul do mar mediterrineo
devido ao clima que dificilmente a temperatura fica abaixo de 15°C, tormando mais
econémico o cultivo, pois favorece um maior crescimento das algas. Alguns exemplos como
em Israel tem desenvolvido o cultivo e colheita de algas com o propdsito de produzir
substancia para fins medicinais como também para suplemento alimentar.

Os paises que fazem fronteira com o sul do mar mediterrdnec como, por exemplo:
Marrocos, Argélia, Tunisia e Egito tém um atrativo particular para o cultivo de microalgas em
razdo de suas altas temperatura e a enorme extensfo de terras desérticas. No entanto, alguns
paises como Libia, Chipre ¢ Turquia tem mais dificuldade em virtude da caréncia de agua,
mas, esta dificuldade pode ser sanada com o cultivo de algas que se adaptam em aguas
salobras ou salinas (GU; SINGH, 2010).

O Quadro 01 apresenta os perfis das empresas em todo mundo que cultivam
microalgas para fins comerciais com objetivo principal na produgéio de bicombustivel e outras
finalidades. Ja Figura 05 sintetiza o percentual da distribui¢gio mundial de produgdo de
microalgas realizadas por diversas empresas ¢ verifica-se que as empresas que mais cultivam

microalgas para biocombustiveis estdo localizadas nos EUA com 78% do percentual total.
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Figura 05 — Percentual de empresas mundiais que cultivam microalgas para obtengio de oleo
E

®mEUA
M Europa

® Qutros

Fonte: Gu e Singh (2007)

Quadrol - Lista das companhias existentes mundialmente que cultivam microalgas para conversdo em
biodiesel com suas respectivas técnicas de cultivo

Companhias Regido Estratégias/comentarios
Método de cultives: Lagoas Abertas
Livefuels, Menlo Park EUA A empresa pretende criar o bio- Petréleo bruto por
Califérnia meios das algas utilizando um sistema de refinaria.
OriginQil Inc, Los EUA Desenvolvimento de uma tecnologia para
Angeles, Califérnia transformar algas em verdadeiro concorrente ao

petroleo. a empresa afirma que possui tecnologia
patenteada para produzir éleo novo a partir de algas,
com processo de manufaturar rapido a um custo
efetivo. Esta fonte de 6leo pode ser utilizada como
diesel, gasolina, combustiveis para avides, pléasticos
e solventes sem efeitos do aquecimento global.

PetroSun, Scottsdale, EUA Comegou a producdo de biodiesel de algas em 2007
Arizona com a fabrica no Texas. O cultivo consiste de
1100ha utilizando &4guas salobras em lagoas. A
companhia anseia em produzir 4,4milhdes de 6leo de
algas e 110milhoes de lagoas de biomassa. A
empresa pretende extrair o dleo das algas e
transportar para refinaria de biodiesel. A companhia
ja possui lagoas abertas no Alabama, Arizona,
México, Brasil e Australia.

Neste Qil, Helsinki Europa Refina o 6leo importado de vegetais e de algas
produzindo 170.000toneladas de biodiesel por ano.

O 6leo renovavel pode ser utilizado em todos os

motores a diesel. A estratégia da Neste ¢ em 10 anos

produzir 70% de o Oleo renovavel ser derivado de

- matérias primas ndo alimentares e para 2020 toda a
(Continme) matéria-prima ndo pertenca a cadeia alimentar.




Companbhias Regido

Estratégias/comentarios

Método de cultivos: Lagoas Abertas (continuacio)

Ingrepo, Nertherlands Europa

Seambiotic, Ashkelon Mediterraneo
Israel

Método de cultivos: Ambientes naturais

Kelco, San Diego EUA

Neptune Industries, Boea EUA
Raton

Blue Marble Energy, EUA
Seattle

Biofuel Systems, Espanha Europa

Meétodo de cultivos: Sistemas Fechados

A2BE Carbon Capture, EUA
Boulder Colorado

Greenfuel Technologies EUA
Cambridge,
Massachusetts

Algeneol Biofuels, Fort EUA
Meyers, Florida

(continua)

Grande companhia biotecnoldgica especializada em
produgéio de algas em escala industrial, sua planta de
produgio de algas foi construida na Malésia devido
as condicdes climaticas e aos  incentivos
governamentais.

Fundada em 2003, produz algas para varias
finalidades entre elas; saide, alimentacdo, quimica
fina e biodiesel. Trabalhando junto com a companhia
elétrica de Israel, utilizando a chaminé da companhia
como fonte de CO,.

A empresa possui técnicas especializadas com
maquina de corte do leito natural das lagoas de algas
para a produgio de acido alginico.

A companhia criou solugdes alternativas ambientais
sustentaveis, como crescimento de vegetais
hidropdnicos, lagoas de peixes com aproveitamento
dos residuos para o crescimento de algas com
finalidade de predugfo de biediesel e gas metano.

A companhia j4 possui experiéncia com bactérias
para despeluir meio ambiente. Eles também
pesquisaram © uso de aigas em meio ambientes rico
de nutrientes favorecendo o rapide crescimento das
algas. A empresa conseguiu limpar a dgua poluida
produzir a biomassa que foi processada e
comercializar

Desenvolveu um sistema de produgio de energia a
partir de algas marinhas com a esperanga de
substituir o petréleo fossil para reduzir a peluicgo.
Espera produzir grandes quantidades de biopetroleo(
termo utilizado para biodiesel) de microalgas em
area limitada e custos moderados.

A companhia criou a captura ¢ reciclagem de CO,.
Através de um avangado sistema combinado de
produgdio de algas utilizando o CO, industrial.

A empresa construiu uma biorefinaria de algas
utilizando o CO, reciclado. A companhia patenteou
um sistema que produz algas em 1 ha e separa para
produgiio de varios componentes que inclui 7000
galdes de combustivel de avido, 5000 galdes de
etanol, 1000 toneladas de proteinas para alimentos,
200 quilos de nutrientes € 20 quilos de pigmentos.

A empresa fol fundada em 2006 para produg@io em
escala industrial de um sistema de cultivo de algas
com a finalidade de produgdo de etanol de algas
usando terras desérticas e CO, Patenteou um sistema
de cianobactérias que fixa o N; para reduzir o custo
com fertilizantes.
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Ao fim de 2009 a empresa produziu nos desertos do
México 100 milhdes de galdes de etanol anualmente
e pretende em 2012 alcangar a meta de produgdo de
1 bilhdo de galdo de etanol.

Companhias Regido Estratégias/comentérios
Método de cultivos: Lagoas Abertas (Conclusio)

Solazyme, Inc. San EUA Desenvolve o cultivo de microalgas para a produgio
Francisco limpa em alta escala de 6leo com a finalidade de
produgdo de biodiesel e quimicos verdes. A

companhia desenvolve o cultivo de algas sem

utilizar a luz solar, que ¢ feito no escuro utilizando

como fonte de carbono a glicose, que alcanga uma

produtividade 1000 vezes superior ao processo de

cultivo natural.
Solix Biofuels, Fort EUA A companhia fundada em abril de 2006, viabiliza a
Collins, Colorado producdo de biodiesel por de algas sem o uso de

vegetais comestiveis, utilizando o CO, produzido
pela fabrica de cerveja.

Aurora Biodiesel EUA A companhia  utiliza algas  modificadas
geneticamente e pretende aumentar o rendimento em
125 vezes e reduzir o custo em 50% para produgdo
de biodiesel.

Cellena, Hawaii EUA Desenvolve microalgas para biodiesel através de um
processo inovador de extrag@io do 6leo das algas sem
utilizar produtos quimicos.

Fonte: Gu e Singh (2007)

A biotecnologia das microalgas tem se desenvolvido devido as diferentes aplicagdes
comerciais, por ser organismos fotossintéticos que produzem a clorofila pode ser usada para
fins alimenticios e cosméticos. Elas também sdo utilizadas pelas industrias farmacéuticas,
pois, algumas espécies de microalgas produz os compostos bioativos como os antioxidantes,
antibidticos e toxinas. Por outro lado, as microalgas sdo produzidas para uso como nutrientes
suplementar para consumo humano, devido sua biomassa conter teores elevados de proteinas,
vitaminas e polissacarideos. Algumas espécies de microalgas contém niveis elevados de
lipidios que podem ser extraidos para produgio de biodiesel. Como exemplo da produgéo de
microalgas para fins comerciais, pode citar a Dunaliella Salina, como fonte de B-caroteno,
que foi produzida pela Western Biotechnology Lid e Betaten tornando-se a terceira industria
desenvolvida na Australia em 1986, seguido de Israel e Estados Unidos da América (EUA).
Atualmente, outras industrias vém produzindo outros bioprodutos como astaxantina a partir

do cultivo Haematococcus pluvialis na USA e India. Assim, em cerca de 30 anos, a industria
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da biotecnologia de microalgas vem se intensificando significativamente (HARUN et al.,
2010; LOURENCO, 2006; SHELEF; SOEDER, 1980).

As microalgas em razdo das suas dimensdes apresentam baixa concentragio em
termos de peso seco como apresenta a Tabela 01 na qual verifica-se que a Chlorella apresenta
baixa produtividade e baixo teor de 6leo. As espécies com maior produgdo de oleo sido

Nannochlopsis e Neochloris.

Tabela 01- Concentragdo média da biomassa microalgal, concentragio maxima da biomassa,
produtividade e contetido de lipidios em base seca

Média da Conee:ntraglo . Conteido de
Espécies concentra¢io da méma o Mwe Sien e ol
bio L") bmma?sa (g.L-".dia™) seca
i (gL)) (%)
Spirulina 2.0 | 0,21 4.1
mdxima
Chlorella 1,5 3.0 0,18 5.1
vulgaris
Scenedesmus 0,9 2,0 0,09 13,7
obliquus
Dunaliella 2.6 3.6 0,12 16,7
tertiolecta
Nannochlopsis 1.6 25 0,09 28,7
Neochloris 1.5 2,0 0.09 29.0

Fonte: Gouveia e Oliveira (2009)

As microalgas compreendem mais de 50.000 espécies e representam a diversidade
genética e metabolica que poderia ser igualada apenas por bactérias.

O interesse pelas microalgas para produgdo de biodiesel se intensificou com as
primeiras crises do petréleo em 1970, o laboratorio de energia renovavel dos Estados Unidos
criou em 1978 um programa dedicado a produgdo de energia alternativa incluindo a produgéo
de biodiesel a partir das microalgas. Muita atencdo esta sendo atraida para a cultura de massa
efetiva de microalgas para aplicagdes comerciais, levando ao surgimento de uma area de
pesquisa interessante a "biotecnologia de microalgas" (CHEN; JIANG, 2001). Um dos
aspectos importantes da biotecnologia das microalgas é desenvolver alimentos funcionais e
produtos nutracéuticos a partir de microalgas mesmo usando as células inteiras em razdo da
sua rica composi¢io quimica ricas em substancias com valores farmacolégicos, alimenticios
(por exemplo, Chlorella, Spirulina, etc.) ou por extragdo de ingredientes funcionais (por
exemplo, beta-caroteno, astaxantina, o acido docosahexaendico (DHA), o acido

eicosapentaendico (EPA), o acido docosapentaendico (DPA), a ficocianina, etc a partir das

| UG/ BIBLIOTECA/BC |
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algas, confiando na acessibilidade da biomassa das algas. Na Tabela 02 verifica-se esse
potencial das microalgas por meio da composi¢do quimica de diversas microalgas em peso

S€CO.

Tabela 02 - Composi¢@o Quimica de varias espécies de microalgas

Espécies Proteinas | Carboidratos | Lipidios | Acidos Nucléicos
Scenedesmus Obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricauda 47 - 1.9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Spirogyra 6-20 33-64 11-21 -
Dunalliella bioculata 49 - 8 -
Dunalliella salina 57 32 6 -
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 -
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 -
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 34,5
Synechoccus sp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7

Fonte: Balat (2011)

O termo microalgas aplica-se a uma ampla variedade de micro-organismos fotossintéticos,
produtores de clorofila-a, apresentando desta forma metabolismo analogo ao das plantas. Sob esta
denominagfo incluem-se organismos com dois tipos de estrutura celular: os procaridticos, com
representantes na divisdo Cyanophyta (cianobactérias) e os eucaridticos, com representantes das
divisdes  Chlorophyta,  Euglenophyta, = Rhodophyta,  Haptophyta  (Prymnesiophyta),
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae e Xantophyceae), Cryptophyta e Dinophyta.
Portanto, este termo ndo possui valor taxondmico, sendo sua caracterizacgo sistematica baseada em
uma série de critérios tais como a ocorréncia e estrutura de flagelos, aspectos da diviséo celular,
presencga e caracterizagio de envoltorio dos cloroplastos, bem como caracteristicas evidenciadas
por técnicas de biologia molecular (OLAIZOLA, 2003; PULZ; GROSS, 2004; DERNER et al.,
2006).
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3.3.3 Crescimento das microalgas

Em condigdes climéticas adequadas e nutrientes suficientes, as microalgas podem
crescer rapidamente. Comumente elas se duplicam dentro de 24h ou menos durante a fase de
crescimento exponencial elas podem complementar um ciclo de vida dentro de 2 a 4 horas,
como mostra a Figura 06, de acordo com as seguintes fases:

a) Fase de adaptacfio: ocorre apds a inoculagdio das células, neste periodo niio ocorre
crescimento, apenas adaptagdo ao meio.

b) Fase exponencial: caracterizada pelo crescimento logaritmico, nesta fase as células se
duplicam em intervalos de tempo regulares e a velocidade crescimento atinge ponto
mAaximo;

c) Fase de diminui¢do do crescimento relativo: nesta fase acontece uma redugo na taxa de
crescimento celular, devido a redugdo de nutrientes e da intensidade luminosa devido ao
aumento da densidade celular no meio de cultivo;

d) Fase estaciondria: caracterizada pela manutencdo da densidade celular, a taxa de
crescimento esta na mesma propor¢do que a taxa de mortalidade, ela pode ser caracterizada
por pequenos incrementos celular e decréscimos da biomassa algal;

e) Fase de declinio: a fase de morte celular que ocorre em razio do esgotamento de nutrientes
e ao autossombreamento, impossibilitando o crescimento e favorecendo a morte celular
(DERNER et al., 2006; PEQUENO, 2010).

Figura 06 - Representagio esquematica de taxa de crescimento de algas em cultura (linha sdlida) e a
concentragéo de nutrientes (linha tracejada) em fungéo de um periodo de tempo

Taxa de Crescimento

$2jUBLIINN 2P 0B5RIIUIDUO)

Fonte: Mata et al. (2010)
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34 CHORELLA VULGARIS E CHORELLA SP

3.4.1 Chlorella vulgaris e Chlorella sp: caracteristicas e classificacio

Foi descoberta pelos japoneses, tradicionais consumidores de algas. E uma microalga rica
em nutrientes, cerca de 50% de proteinas em algumas espécies esse teor pode até ultrapassar,
superior a outras fontes de proteinas como a soja que tem 37%, a came bovina, 45% e o trigo 10%,
além de outros compostos como a clorofila, diversas vitaminas e sais minerais, com destaque para
beta caroteno (pro-vitamina A) e a vitamina B, e todos os aminoacidos essenciais (BORGHETT],
2010).

E a espécie de microalga pertencente 4 divisdo Chlorophyta, Classe das Trebowxiophyceae
da Ordem das Chiorellades da Familia das Chlorellaceae ¢ Genéro Chlorella (GUIRY, 2006;
KRIENITZ et al., 2004).

A divisdo Chlorophyta ¢ também conhecida usualmente como a divisio das algas verdes.
Sdo predominantemente microscopicas e de agua doce, podendo existir em aguas salgadas, na
neve, no solo, em galhos, ¢ sobre folhas de plantas terrestres (KRIENITZ et al., 2004; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 1992).

Citologicamente, esse grupo apresenta caracteristicas semelhantes como plantas superiores:
clorofila a e b, pigmentos acessorios similares, amido como produto de armazenagem e parede
celular rigida que, em alguns géneros, sdo compostas por polissacarideos tais como celulose.
Acredita-se que as Chlorophytas serviram de ancestrais as plantas superiores (WEIER et al., 1982;
RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992;).

Em termos de tamanho, a menor espécie de Chlorella sp é semelhante a uma bactéria. As
espécies pertencentes a esse género sdo encontradas usualmente em habitat aquatico, crescendo
tanto em ambiente marinho como em dgua doce, rico ou pobre em nutrientes. No entanto, crescem
rapidamente quando em sistema de cultivo (RICHMOND; VONSHAK; ARAD, 1980).

A espécie Chlorella vulgaris possui forma esférica, medindo de 2 a 10 um de didmetro,
unicelular e eucaridtica. Micro-organismo fotossintetizante e com reprodugiio assexuada, em que
uma célula mée origina oito células filhas. A divisdo € rapida e ocorre por ruptura ou dissolugéio da
parede parental, de duas a trés vezes em pouco tempo, chegando ac crescimento maximo apos 2 h

(RICHMOND, 1990; DUARTE, 2001).
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A Chlorella sp ocorre em dguas doces e dguas marinhas, podem ser encontradas em lagos
de dguas doces, em valas de terras imidas, mas € muito abundante em oceanos, nos mares, nos
lagos salgados e em outros diversos habitat. A Chlorella parasitca é encontrada em simbiose com
células do Protozoario Paramecium. Chlorella vulgaris, Chlorella condunctrix, Chlorella
gonglomerata e Chlorella parasitca sdo as espécies mais comuns encontradas e produzidas na
india A Chlorella sp é representada por apenas oito espécies (PHUKAN et al., 201 1).

Chlorella sp tem uma imensa importincia econdmica, ndo s6 na produgio para aplicagio
na alimentagdo humana. Mas, também na gera¢fio de bioenergia, tornando-se uma alternativa
como fonte de energia renovavel (PHUKAN et al., 2011).

Illman et al. (2000), estudou o crescimento de vérias cepas de Chlorella sp (Chrolella
protothecoides, C. vulgaris, Chlorella emersonni e Chlorella sorokiniana) de aguas doces e uma
cepa de aguas marinhas (Chlorella minutissima) utilizando meios de cultivos com baixo teor de
nitrogénio e concluiu que estas cepas de Chlorella sp podem ser capazes de substituir o diesel
derivado do petroleo.

A composi¢do quimica da Chorella sp quando seca em média apresenta cerca de 20% de
6leo, 45% de proteina, 20% de carboidratos e 10% de diversos minerais e vitaminas (PHUKAN et
al., 2011).

3.4.2 Principais fatores relacionades ao cultivo de microalgas — Chlorella sp

A composicio bioquimica da biomassa das microalgas ndo é determinada somente
pela fungdo da natureza de cada espécie algal. Ela depende de determinados fatores, como a
intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes e agitacdo (MIAO; WU, 2004).

Pesquisas relacionadas a interagfio entre intensidade luminosa, temperatura, agitagdo e
concentragdo de nutrientes podem contribuir para a otimizagdo do cultivo de Chlorella sp,
pois o crescimento dessa microalga deriva de diversas reagdes bioquimicas e bioldgicas.
Quando se trata de meio de cultura sintético, o alto custo dos nutrientes pode ser um fator
limitante para a produgéo. Entretanto, no caso de cultivos em meios de cultura alternativos, os
fatores limitantes para a produgfo de biomassa restringem-se a luz, temperatura e agitagéo da
cultura (DUARTE, 2001).

A fotossintese realizada pelas microalgas consiste no fato dela ser afetada pela

limitagdo de nutrientes (KOLBER; ZENH; FALKOWSKI, 1988; GREENE; GEIDER;
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FALKOWSKI, 1991). Assim, € possivel afirmar que a velocidade de crescimento e a
produtividade estdo diretamente relacionadas as exigéncias nutricionais, ao pH, a agitacfo, a
temperatura ¢ a luz (intensidade e duragdo da irradiagdo luminosa) (JOHN; FLYNN, 2000;
CARLOZZI, SACCHLI, 2001; BABEL; KAYOMBO et al., 2003; TUKAIJ et al., 2003).

3.4.2.1 Luminosidade dos cultivos

A luz ¢ fundamental para o crescimento microalgal, em especial as microalgas
fotoautotroficas. A quantidade de energia luminosa recebida pelas células ira repercutir na
quantidade de carbono fixado, atuando assim como a principal fonte de energia no processo
de produgdo de biomassa ¢ na taxa de crescimento das culturas microalgais (LACAZ-RUIZ,
1996; DERNER, 2006). A luminosidade induz a atividade enzimética, influenciando a sintese
de proteina (RUYTERS, 1984; UMINO; SATOH; SHIRAIWA, 1991).

A quantidade de oxigénio no meio esta diretamente relacionada a atividade
fotossintética (LEE; LOW, 1993). Pesquisadores demonstraram que a atividade fotossintética
da Chlorella sp é tio eficiente quanto as das plantas.

Determinados organismos mantidos em temperaturas fisiologicas podem ser
protegidos por alguns pigmentos, como os carotendides. No entanto, mesmo contendo
carotendides, algumas células, quando submetidas a foto-oxidagéio e A baixas temperaturas,
ndo sobrevivem. Indicando que algumas enzimas reguladoras estio envolvidas nesse
mecanismo de protecdo das células (ABELIOVICH; SCHILO, 1972).

Apesar disto, observa-se que, sob alta intensidade de luz, ocorre uma protegio da
clorofila @ em relagio & foto-oxidagio, através dos carotendides. Entretanto, quando a
intensidade da luz é menor, eles passam a agir como pigmentos acessorios, ou seja, captam a
energia luminosa e a transferem para moléculas de clorofila (OLAIZOLA; DUERR, 1990
apud DUARTE, 2001).

Células que nfio possuem carotendides apresentaram sensibilidade a foto-oxidagéo,
assim os niveis de pigmentos intracelulares estfio envolvidos na absor¢do da irradiagdo de luz

(ABELIOVICH; SHILO, 1972; FOX, 1983).
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3.4.2.2 Temperatura

A temperatura afeta a composigfo, as taxas metabdlicas e o crescimento celular das
microalgas. No entanto, a resposta a temperatura de crescimento varia de espécie para
espécie, sem nenhuma relagdo generalizada para todas as espécies (RAVEN; GEIDER, 1988;
JAMES; AL-HINTY; SALMAN, 1989).

Reunaud et al. (2004) estudaram espécies de microalgas tropicais no litoral da
Austrélia e constataram aumentos significativos na producdo de 4cidos graxos saturados 14:0,
16:0 e 18:0 com o aumento da temperatura de todas as espécies em estudos e constatou a
diminui¢fo dos percentuais dos 4cidos graxos poli-insaturados, dmega -3 e dmega -6.

Quando as células de Chlorella sp sdo cultivadas em temperatura entre 25 e 35°C, o

teor de proteina diminui e o de carboidratos aumenta (OGBONNA; TANAKA, 1996).

3.4.2.3 Agitacio e aeragéo nos cultivos

O processo de agitagdo do meio de cultivo microalgal ¢ um parimetro essencial, pois
permite a homogeneizagdo das células, melhora a transferéncia dos gases, impede a
estratificaciio térmica, auxilia na distribuicio homogénea dos nutrientes. A agitagio da
cultura, em meio liquido, mantém as células em suspensdo, evitando que algumas células
fiquem depositadas no fundo, enquanto outras que permanecem na superficie recebam luz em
excesso (BECKER; VENKATARMAN, 1981; SUH; LEE, 2003). Além disso, a agita¢do
evita a foto-oxidagéo através da eliminagfo do oxigénio supersaturado no meio (RICHMOND
et al, 1993).

A aeragiio € um processo mecinico, por meio do qual se aumenta o nivel de oxigénio
dissolvido em um meioc de cultivo. Fast e Boyd (1992) afirmam que aeragdo mecanica se faz
necessarias, principalmente, nas seguintes condigtes: durante a noite, devido a alta taxa de
respiracdo das microalgas; quando as microalgas estio com alguma limitacdo de
desenvolvimento {enfermas ou velhas), 0 que origina uma menor producfio de oxigénio € um
alto risco de morte repentina de toda a biomassa; durante a falta ou caréncia de luz, pois com
pouca radiacio (solar ou artificial), diminui substancialmente a produgio de oxigénio que

pode inibir o processo de fotossintese.
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Assim, a agita¢do da cultura torna-se muito importante, pois pode otimizar todos os
fatores essenciais relacionados a produgdo de biomassa de microalgas (SOARES, 2010;
PEQUENO, 2010).

3.4.2.4 Condigdes de pH

O controle do pH ¢ essencial para que os componentes do meio de cultura possam ser
efetivamente absorvidos, afetando diretamente a disponibilidade de varios elementos
quimicos. O pH ¢ fundamentalmente influenciado pelas propor¢des entre as formas de
carbono dissolvidas no meio de cultivo, interferindo na disponibilidade de CO; que afeta
diretamente no crescimento das microalgas (LOURENCO, 2006). A variagdo de pH no
cultivo de microalgas ocorre devido ao consumo de substratos, solubilizagiio € consumo do
diéxido de carbono, e 4 degradacgiio de metabdlicos produzidos (GRIMA et al., 1999)

O melhor pH para o cultivo de diversas algas varia de neutro a alcalino. Para
microalgas verdes o pH otimo esta na faixa de 4,0 a 8,5. Ja valores de pH iguais ou superiores
a 9,5 induzem a precipitacio das células de Chlorella vulgaris no cultivo, por meio da
agregacdo celular, reduzindo a produgiio de biomassa e aumentando o didmetro celular
(MALIS-ARAD et al., 1980).

3.4.3 Meios de cultura e fontes nutricionais

O investimento em reagentes quimicos para elaboragio do meio de cultura é um dos
maiores problemas no cultivo de microalgas (SIPAUBA-TAVARES, 1995). Segundo Cozza
(1999), o custo estimado do substrato para o cultivo de micro-organismos, costuma
representar de 40 a 60% do custo total.

Dentre os meios de culturas alternativos utilizados para a produgdo de biomassa de
Chlorella sp, destacam-se: esgoto doméstico (PIPES; GOTAAS, 1960), efluentes de
biodigestores (RODULFO; MARMOL; EMRALINO, 1980), lodo digerido (WONG; LAY,
1980), despejos industriais purificados (JUSSIAK; DUSZOTA; MYCIELSKI, 1984), vinhaca
de cana-de-acticar {OLIVEIRA, 1988), aguas residuais da producgfio de azeite de oliva
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(SANCHEZ et al., 2001) e residuos da suinocultura (RODRIGUES, 2000; TRAVIESO et al.,
2006).

No cultivo de Chlorella sp, para cada 100 partes de peso de carbono, em geral sdo
necessarios: N-15%; P-5%; Mg-2,5%; K-1,8%; S-1,6%. O carbono inorgénico é fundamental
para o processo de fotossintese, sendo a fonte relacionada ao pH, ou seja, em pH abaixo de
5,0 apenas o CO, ¢ consumido pela microalga, entre 7 € 9 o bicarbonato passa a ser
importante e, acima de 9,5 o destaque passa a ser para o carbonato, O didéxido de carbono € a
fonte de carbono normalmente utilizada, porém, acima de 10% ocorre uma inibi¢dio do
crescimento algal. Microalgas podem crescer autotroficamente utilizando luz e didxido de
carbono. Podem também ser cultivada em sistema heterotrofico, usando compostos organicos
como energia ¢ fonte de carbono, ou ainda, em sistema de cultivo mixotrofico, utilizando
simultaneamente uma fonte luminosa e um substrato orginico como fonte de energia, além de
CO> e substrato orginico como fontes de carbono (CHOINACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004).

O nitrogénio € um importante elemento para o metabolismo das algas, pois contribui
com a formagfo de proteinas, acidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e
ficobilinas). Assim, a demanda normal de nitrogénio em culturas de algas verdes ¢ de 6,5% a
8,3% do peso seco livre de cinzas. O nitrogénio pode ser assimilado, preferencialmente, sob
forma amoniacal (NH; € NH4"), mas também podem ser assimiladas na forma de nitrogénio
gasoso ou molecular como algumas cianobactérias, de nitrato (NO™), e de nitrito (N 02'). As
principais fontes sfio os sais de aménio e uréia. As concentra¢des de proteinas e clorofilas nas
células sfo diretamente proporcionais ao suprimento de nitrogénio, com isso, a diminui¢io da
concentragdo de proteina, ocasiona aumento significativo no percentual de polissacarideos e a
diminuicio da clorofila aumenta a concentragfio de carotendides gerando mudanca de
coloragdo no cultivo que tendem ao aspecto amarelado (LOURENCO, 2006).

O efeito de uma reducfio da concentragdo de NaNO; no cultivo da C. vulgaris,
verifica-se que a sua taxa de crescimento especifico ndo foi significativamente afetado,
ocorrendo um triplo aumento do teor de lipidios (CONVERTI et ai., 2009).

Quando a fonte de nitrogénio apresenta-se na forma de nitrato, a microalga tera que
realizar gastos celulares energéticos, pois precisa reduzir esse ion a nitrito através da enzima
nitrato-redutase. Posteriormente, ocorre outra redugido pela nitrito-redutase, obtendo entido a
amdnia, que ¢ forma de nitrogénio que a alga utiliza em seu metabolismo (CORNET;
DUSSAP; GROS, 1998).
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O fésforo tem uma fungéio vital, sendo o trifostato de adenosina (ATP), o exemplo
mais comum na participacio da sintese de proteina e das reagdes de sintese e desdobramento
dos carboidratos (FERRI, 1979). O fosforo € tho importante que, em pequenas quantidades no
meio de cultura, pode limitar o crescimento de algumas espécies de algas (ROUND, 1983). O
fosforo também é importante na regulacdo do metabolismo celular principalmente na sintese
de lipidios e carboidratos. O fosforo € assimilado na forma de ortofosfato (HPO). As
microalgas sfo capazes de absorver quantidades elevadas do fosforo (8 a 16 vezes a mais que
a sua capacidade de absor¢fio minima) (LOURENCO, 2006).

Chiorella sp cultivada com 0,25 mg. L} de fosfato apresentou 15,7% de proteina.
Entretanto, quando a concentrag@o de fosfato aumentou para 0,50 mg.L'l a quantia de proteina
passou a ser de 37%. Assim, a quantidade de K;HPO, influencia a concentragio de proteina
(MAHASNEH, 1997). Em pequenas quantidades pode limitar o crescimento de algumas
espécies (ROUND, 1983). O fésforo também atua como transportador de substratos ou
energia quimica, pois faz parte dos acidos nucléicos ¢ das membranas (ROCHE et al., 1993).
A caréncia de fosfato produz um aumento no teor de lipidios presente nas algas (SIPAUBA-
TAVARES, 1995).

O enxofre representa 1 a 2% do peso celular e a maior parte dele se encontra presente
na constituicio dos aminoacidos metionina e cisteina, mas também estd presente como
cofatores de enzimas e em certas vitaminas tais como biotina e tiamina (LOURENCO, 2006).

O potassio € regulador da pressdo osmdtica, estimula a respiragio em pH reduzido, é
cofator de varias enzimas e na conformac&o e estabilidade de proteinas (LOURENCO, 2006).

O Ferro que ¢ um micronutriente tem uma importancia fundamental para as algas.
Participa das fungdes como respiragdo, fotossintese, da via biossintética da clorofila e do
citocromo, reduz o sulfato, o nitrato € o nitrito, fixa o nitrogénio molecular e ¢ cofator de
diversas enzimas (LOURENCO, 2006).

O manganés é outro micronutriente essencial para as microalgas, € o componente
estrutural dos tilacéides, dos cloroplastos e da superdxido — dismutase (enzima que remove

radicais superoxidos toxicos para as células) (LOURENCO, 2006).




3.4.4 Tipos de cultivos

Conforme a fonte de carbono empregada, os cultivos de microalgas podem ser
classificados em trés tipos:

a) Heterotréfico: o fornecimento de carbono € realizado pela introdugfio de compostos
organicos apropriados ao meio de cultura (glicose, glicerol, entre outros);

b) Mixotréfico: o carbono ¢ disponibilizado tanto por meio de compostos orgénicos
quanto pelo CO; atmosférico (CO; inorgénico);

¢) Autotrofico: a unica fonte de carbono disponibilizada é o CO, inorgénico. Neste caso,
o carbono inorginico pode estar na forma de CO,, acido carbénico (H,COs),
bicarbonato (HCO4') ou carbonato (C0O;7). A maioria das espécies das microalgas séo
fotoautotrofica, ou seja, através da fotossintese obtém-se energia da luz para fixar o

carbono a partir do CQOa,. l

O cultivo autotr6fico € o mais utilizado no cultivo de microalgas, principalmente
quando a produgdo ¢ em larga escala. Mas, varias espécies podem tanto ser cultivadas em
processos autotréficos como em heterotréficos. As microalgas podem assimilar diversos
compostos organicos no cultivo heterotréfico (como: glicose, glicerol, acetato, frutose, lactose
e outros), evitando a forte dependéncia da luz ¢ aumentando a produtividade da biomassa. A
Chlorella protothecoides obteve um aumento de 40% no conteudo de lipidio quando passou
do cultivo autotréfico para o heterotrofico. Assim, o cultivo heterotrofico promove um rapido
crescimento e um maior acumulo de lipidios também pode ser obtido. Este processo
heterotrofico pode ser efetuado em aguas residudrias que contém as fontes de carbono
organico reduzindo os custos com nutrientes para produgdio em grande escala (MALCATA,
2011). De acordo com Huang et al. (2010), o cultivo heterotréfico apresenta varias vantagens
frente ao cultivo autotréfico, que pode ser a independéncia da luz, melhor controle do cultivo,
diminui¢do do custo na separagio devido ao aumento da densidade celular.

O processo heterotréfico promove um alto grau de crescimento, isso favorece uma
redugio nos custos para realizar a separagfio da biomassa em razio do aumento da densidade
celular no meio do cultivo (BRENNAM; OWENDE, 2010). No entanto, o cultivo
heterotrofico tem algumas limitagdes: 1) o nimero de espécies de microalgas que se
desenvolvem em meio heterotrofico € bastante limitado; 2) aumento dos custos com adigéo de

substrato orginico; 3) mais probabilidade de contaminagfio e competigdo com outros micro-
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organismos; 4) inibigfio do crescimento com excesso de substrato orginico (BASHAN et al.,
2011).

O alto potencial comercial dos produtos derivados das microalgas incentiva estudos
para o aumento desses produtos na biomassa seca, que pode ser através da manipulagiio fisica
ou quimica do meio de cultivo. Através do meio com fonte de carbono verifica-se que pode
favorecer o aumento de acidos graxos, acidos graxos de cadeia longa de poli-insaturados e
carotenodides (BASHAN et al., 2011).

A saturacio de acidos graxos é diretamente dependente da quantidade do excesso de
agticar ¢ das condi¢des autotroficas ou heterotréficas. Sabe-se que com a deficiéncia de
nitrogénio no cultivo das microalgas C. pyrenoidosa, C. sorokiniana, Nitzchia alba,
Skeletonema costatum, C. conhii, acumula grandes quantidades de lipidios, ¢ nas diatomaceas
com a restrigdo de silicio. Em geral, este comportamento, é uma resposta de sobrevivéncia
gerando lipidios de reserva até que ocorra restauraco nutricional (BASHAN et al., 2011). No
entanto, quando a concentragdo de agucar aumenta os acidos graxos gerados sfo mais
saturados. Por exemplo, C. saccharophila, C. vulgaris, N. laevis, Cylindrotheca fusiforms,
Navicula incerta ¢ Tetraselmis suecica acumulam mais lipidios sob as condi¢des de cultivos
heterotroficos que nos cultivos autotroficos e freqiientemente na forma de triglicerideos
(BASHAN et al, 2011).

A microalga C. protothecoides é mais suscetivel para a produgiio de biodiesel, para o
cultivo em meio heterotréfico, essa espécie e capaz de produzir quantidades de lipidios em
torno de 50% do peso seco da biomassa (BASHAN et al., 2011). A referida espécie cultivada
em meio heterotrofico tendo como fonte carbono a glicose apresentou 55,2% de lipidios na
sua biomassa seca cerca de 3,4 vezes superior que no meio autotrofico (MIAQ et al., 2004).

Uma das fontes de carbono mais adequada para producdo de biodiesel por meio
heterotrofico ¢ o glicerol. O glicerol pode ser obtido como subproduto da reagdo de
transesterificagiio para obtengdo do biodiesel. O aciimulo de lipidios € maior quando utiliza o
glicerol que as outras fontes de carbono como a glicose por exemplo. |

Assim, percebe que é muito promissor ¢ pode deixar a produgfio de microalgas para
geragdio de biodiesel competitiva com as outras fontes de biodiesel renovavel ou ndo quando
efetua-se o cultivo com a presenga de uma fonte de carbono.

Miao e Wu (2006) estudaram a Cklorella photothecoides e verificaram que o contetido
de lipidios pode ultrapassar a 55% quando realiza-se o cultivo heterotrofico, isso significa um

aumento de 4 vezes mais que no cultivo autotréfico que atinge apenas 15% de lipidios em
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condigbes similares. Assim conclui-se que o cultivo heterotréfico pode nfio s6 aumentar a
produgéo da biomassa como também o acumulo de lipidios nas células.

Brennam ¢ Owende (2010) compararam o cultivo autotréfico em fotobioreatores
fechados com o cultivo mixotroéfico, as taxas de crescimento sdo maiores que o cultivo em
lagoas abertas. No entanto, sdo menores que o cultivo heterotréfico.

Chojnacka e Noworyta (2004), comparando crescimento da Spirulina sp, em meios de
cultivos autotréficos, mixotréfico e heterotroficos, encontraram que no cultivo mixotrofico
reduz a foto-inibiglio e obtém melhores taxas de crescimento tanto com relagdo ao cultivo

autotréfico como heterotréfico.

3.4.5 Sistemas de producio de microalgas

As microalgas podem ser cultivadas em um grande nimero de sistemas. Para pequenas
escalas ou de laboratdrio, o cultivo pode ser feito em pequenos fotobioreatores com
iluminacfo interna, ou tanques de agua. Para o cultivo de escalas maiores as microalgas
podem crescer tanto em sistemas de culturas abertos, nos chamados tanques de recirculagio
(raceway), quanto em sistemas fechados, nos fotobioreatores. Que serfio discutidos a seguir:

As microalgas podem ser cultivadas autotroficamente em tanques abertos ou em
fotobioreatores com luz solar ou artificial, com adi¢do de nutrientes, podendo ser utilizada na
alimentac&o humana e animal (BECKER, 1981).

A Figura 07 ilustra as lagoas abertas que podem ser construidas ¢ exploradas de forma
mais econdmica e, portanto, oferecem muitas vantagens, desde que as espécies para o cultivo
possam ser mantidas (WEISSMAN et al., 1999). A producio de biomassa de microalgas é
geralmente mais caro do que as plantagSes. Para minimizar os custos da produgio de biodiesel
deve contar com a luz solar disponivel liviemente. Existem trés métodos potenciais ¢ muito
comuns de producio em larga escala de microalgas. Lagoas abertas t€m uma variedade de
formas e tamanhos, mas o projeto mais comumente utilizado € a lagoa da pista. E um circuito
fechado retangular com o canal de recirculago. Eles costumam operar em aguas com
profundidade de 15-20 em. Os canais Raceway séo construidos em concreto ou terra
compactada, pode ser de diferentes comprimentos e didmetros e, geralmente, forrado com
plastico branco. Os sistemas de cultivo aberto normalmente sfo mais faceis de construir tem

funcionamento mais simples e sfo durdveis. Contudo, os tanques usam mais energia elétrica
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para homogeneizar os nutrientes e evitar a sedimentaciio das células, favorecendo que as

mesmas recebam maior incidéncia solar necessaria para seu crescimento.

Figura 07- Tanques de cultivos de microalgas em lagoas abertas para fins comerciais

Fazenda no Hawai com cultivo de Spirulina em Raceway

Fazenda Tamandua- PB com cultivo de Spirulina em l

l

A produgdo de biomassa em tanques abertos € feita em continuo processo de
propagacdo (SALINAS et al., 1986). O ideal € que os tanques sejam rasos com até 30 cm de
profundidade, feitos de plastico, concreto ou fibra de vidro.

A tecnologia de produg@o de microalgas em lagoas abertas € antiga, datada de 1950.
Sua dimensdo é varidvel, havendo relatos de até 440.000m’ para produgio de algas para
alimentacdo (SPOLAORE et al., 2006).

Percebe-se que os custos de implantagio e operagdo sdo bem menores quando
comparados com os fotobioreatores. Apesar de seu baixo custo, as lagoas raceway tém uma
baixa produtividade comparada com os fotobioreatores. A principal desvantagem dos sistemas
abertos € que por ser aberta a atmosfera, elas perdem agua por evaporagdo a uma taxa similar
a terra e as culturas, além da perda de CO;, para atmosfera, a flutuag@o da temperatura durante
o dia ou mesmo nos periodos sazonal e também s@o suscetiveis a contaminagéo por espécies
indesejaveis (CHISTI, 2007; HARUN et al., 2010).

Na pratica, lagoas abertas sdo normalmente reportadas a ser dominada por 2 a 6
espécies com uma gama de processos evolutivos, tem a vantagem de ter rdapido crescimento,
tolerAncia a altos niveis de oxigénio dissolvido, etc (SCHENK et al.,, 2008). Como
desvantagem tem a questdo da contaminagdo por outras espécies, como bactérias e outras
microalgas e o fator da dilui¢do provocado pelas chuvas e a evaporagéo, que pode favorecer a
contaminag@o, exigindo desta forma técnicas rapidas de restabelecer o meio de cultura.

Nos tanque abertos, com intuito de reduzir mais os custos de produgdo das microalgas,

faz-se a reciclagem continua do meio de cultura que também pode favorecer a contaminagéo
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decorrente do acumulo de matéria orgénica causado pela morte e decomposigdo das algas
produzidas, além de alguns metab6litos produzidos durante o desenvolvimento das
microalgas que podem representar alguma toxidade.

Bastantes estudos vém sendo realizados para possibilitar o cultivo de microalgas
usando os sistemas de lagoas abertas. Harun et al. (2010) reportam que um numero limitado
de espécies que apresentam determinadas condi¢des de cultivo € mais favoravel ao cultivo em
lagoas abertas devido as suas condi¢des severas no meio de cultura, como a Spirulina sp que
se desenvolve em meio fortemente alcalino, Dunaliella sp que requer alta salinidade e a
Chlorella sp que necessita alta nutrigéo.

Fotobioreatores sdo tipos diferentes de tanques, ou sistemas fechados, nos quais as
microalgas sdo cultivadas em uma série de tubos transparentes, responsavel por coletar a luz
solar para realizagdo da fotossintese (CHISTI, 2007). Nos fotobioreatores por manter o
controle melhor de véarios pardmetros, evita a contaminagdo sendo possivel ter apenas o
cultivo de uma tnica espécie, por periodos prolongados de culturas continuas, em razo desse
maior controle operacional permite que os fotobioreatores tenham uma alta produtividade de
células e é um dos mais satisfatérios sistemas para culturas ao ar livre, sendo a maioria
construida com tubos de vidro ou plastico como ilustra na Figura 08. Os tubos formam o
sistema coletor de luz solar, no interior dos quais uma solugio de microalgas é circulada. Os
tubos sdo orientados de forma a maximizar a captagdo de luz solar, no sentindo norte-sul, e
tém 0,10m ou menos de didmetro, sendo esse didmetro limitado para que a luz penetre
profundamente na cultura, assegurando uma elevada produtividade do fotobioreator. Além
disso, os tubos estdo dispostos verticalmente a fim de aumentar a area para capturar a luz.
(CHISTI, 2007).

Figura 08 — Tipos de fotobioreatores

Fonte: World (2008)
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O esquema de fotobioreator esta ilustrado na Figura 09 onde existe uma unidade de
desgaseificacdo para eliminar o oxigénio saturado e evitar a foto-oxidagio das células. Além
do mais, os fotobioreatores requerem resfriamento durante as horas do dia, sendo util o
controle da temperatura durante a noite, diminuindo a temperatura para evitar a perda de
biomassa pela respiragdo. Esse controle pode ser feito com custos reduzidos utilizando um
trocador de calor, localizado na coluna de desgaseificagio (MOLINA GRIMA;
FERNANDEZ et al., 2001).

Figura 09 — Esquema de fotobioreator
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Fonte: Chisty (2007)

O controle operacional também permite otimizar de acordo com as caracteristicas
fisiologicas das espécies algal a serem cultivadas (MATA, 2010).

Dependendo do tipo de fotobioreatores eles apresentam vérias vantagens frente as
lagoas abertas como: 1-oferecer melhor controle nas condigdes do cultivo e dos pardmetros
que interferem no crescimento (pH, temperatura, mistura, CO; e O,); 2- previne a evaporagio,
3- menor perda de CO», 4- maior concentragdo de células, 5- alta produtividade volumétrica,
6- menor impacto ambiental, 7- evita a contaminagdo ou minimiza a invasdo de micro-
organismos (MATA, 2010).

Por outro lado, os fotobioreatores tém sérias desvantagens como: 1-
superaquecimento, 2- incrustagdes biologicas; 3- acimulo de oxigénio; 4- dificuldade em
mudangca de escala; 5- alto custo de construgéo e operagdo (MATA, 2010).

Os fotobioreatores tém diferentes tipos de modelos, basicamente sdo: os tubulares ou
os tipos planos os mais utilizados. Sendo os tubulares considerados mais apropriados para

cultivo ao ar livre (HARUN et al., 2010).
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A utilizagdo de fotobioreatores ¢ feita para o cultivo laboratorial, semi-industrial ou
industrial, Pirt et al. (1983) foram os primeiros a indicarem a possibilidade de utilizagio de
reatores tubulares para a produgfo de biomassa de micro-organismos fotossintetizantes que,
na ocasido, propuseram a teoria € o desenho dos equipamentos. O maior beneficio dos
fotobioreatores ¢ a redugfio do efeito de sombreamento entre os micro-organismos. A
desvantagem dos reatores em relagfio aos tanques abertos estd relacionada aos custos para a
mesma produgiio de microalgas (DAY; EDWARDS; RODGERS, 1991; GLAUDE; MAXEY,
1994).

3.4.5.1 Comparativo entre tanques abertos ¢ fotobioreatores

Para uma melhor selegéo dos processos de produgio de biomassa € preciso fazer uma
comparagdo entre os dois tipos lagoas raceway e fotobioreatores. A Tabela 4 apresenta um
estudo realizado por Chisti (2007a) que compara os métodos de produgfio de biomassa de
microalgas para os dois tipos de sistemas. Essa comparagio tem como base de céalculo a
produgéo de 100 toneladas de biomassa para os dois sistemas.

Nesse estudo verifica-se que a produtividade de d6leo nos fotobioreatores ¢ maior que
nas lagoas raceway, além do mais, os métodos de separagiio nos fotobioreatores sdo menos
onerosos que nas lagoas raceway, visto que a concentracdo de biomassa nos fotobioreatores ¢
30 vezes maior facilitando a separagio da biomassa. A Tabela 03 apresenta a comparacéio dos

métodos de produgio de microalgas para biocombustivel em fotobioreatores e raceway.




Tabela 03 — Comparacdo dos métodos de produgdo de

fotobioreatores e raceway

51

microalgas para biocombustivel em

Varidveis Fotobioreatores Lagoas Raceway
Producio anual de biomassa- 100.000 100.000
Kg
Produtividade volumétrica 1,535 0,117
(Kg/m’d)
Produtividade por drea 0,048 0,035
(Kg/m’d) 0,072°
Concentragio de biomassa 4 0,14
no meio (Kg/m")
Area necessdria (m’) 5681 7828
Rendimento de éleo (m’/ha) 136,9° 99 4°
58,7° 42,6°
Consumo anual de CO, 188.356 188.356
Geometria do sistema 132 unidades tubos de 80m, | 978m’/tanque com 12m de largura,
com 0,06m de didmetro, em 82m de comprimento e 0,30m de
paralelo profundidade
Numero de sistemas 6 8

Fonte: Baseado em Biodiesel from Microalgae (CHISTI, 2007)
*Baseado na drea do estabelecimento, "baseado na 4rea do tanque, © baseado na 4rea projetada dos tubos do
fotobiorreator,  baseado em 70% em peso de 6leo na biomassa, “baseado em 30% em peso de 6leo na biomassa.

Detalhando em termos de custos, a producdo de um quilograma da biomassa é
US$2,95 e US$3,80 para os fotobioreatores e raceways, respectivamente, admitindo a
producdo dos sistemas apresentados na Tabela 04. Caso a capacidade anual de biomassa
ultrapassar 10.000 toneladas, os custos de produgdo por quilograma reduzem para US$ 0,47 e
US$ 0,60, para os fotobioreatores e tanques abertos, respectivamente, devido a escala
econdmica (CHISTI, 2007a). A produtividade volumétrica dos fotobioreatores € 13 vezes
maior que nos tanques abertos. Se considerada a produtividade por 4rea, a produtividade no
primeiro caso € 100% superior. As necessidades de area também favorecem aos
fotobioreatores, que é 30% inferior, assumindo uma produtividade igual entre os dois

equipamentos.
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Tabela 04 — Comparagdo entre os diversos aspectos dos tanques raceway e fotobioreatores
SISTEMAS TANQUES RACEWAY FOTOBIOREATORES
Espaco requerido Alto Baixo
Perda de agua Mt alt_a,. pogendo. SHURE Baixa
precipitacdo salina
Alta, dependendo da Baixa

Perda de CO,

profundidade da lagoa

Normalmente baixa por causa da

O, deve ser removido para prevenir
inibigfio da fotossintese e danos foto-

Concentraciio de oxigénio contfnua saida de gases ssint
oxidativos
Controle do processo Dificil Facil
Controle da espécie Dificil Facil
Controle de Temperatura Dificil Temperatura mais uniforme
Alto Baixo

Risco de contaminacio

Baixa variabilidade

Qualidade da biomassa

Alta variabilidade

Concentracdo de biomassa

Baixa, entre 0,1 —0,5g/L.

Alta, entre 2 e 8g.L”

Relativamente baixo (devido a alta

Custo de separacio/Colheita

Alto (devido a baixa
concentragdo da espécie)

concentracdo de biomassa e melhor
controle sobre as espécies)

Flexibilidade de producio

Possivel apenas para poucas
espécies, com dificeis trocas de
culturas

Alta, inclusive € possivel a troca de
culturas

Dependéncia do clima

Alta (intensidade luminosa,
temperatura e chuvas)

Média (intensidade luminosa, requer
resfriamento)

Custo de implantag¢ido

Alto (US$ 100.000 por ha)

Muito alto (US$ 1.000.000 por ha)

Custo operacional Baixo Alto
Eficiéncia na captura da luz Baixo Alto
Dificil Dificil

Mudanca de escala

Atuais aplica¢des comerciais

5000t de biomassa por ano

Limitado a processos para componentes
de alto valor agregado ou algas
utilizadas para alimentagdo e
cosméticos.

Fonte: Carlsson (2007), Beilen et al. (2007), Mata et al. (2010) e Harun et al. (2010)

O cultivo de microalgas tem sido efetuado em maiores proporgdes nos sistemas

fechados ou fotobioreatores, os quais sempre sdo instalados proximos a fontes de liberagdo de

CO,, com o intuito de servir como seqiiestro de carbono minimizando o efeito estufa. As

| UFCG/BIBLIOTECATBC
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lagoas abertas séo também bastante utilizadas principalmente nas regides onde existem terras
suficientes para a instalagdo das lagoas, sem comprometer a produgéo dos produtos agricolas.

A Figura 10 apresenta as tecnologias utilizadas para os cultivos de microalgas para produgéo
de biodiesel (GU; SINGH, 2010).

Figura 10 — Percentual dos sistemas de cultivo de microalgas mundialmente para produgdo de
biodiesel

B Lagoas Abertas
@ Sistemas Fechados

B Sistemas naturais

Fonte: Gu e Singh (2007)

3.4.6 Viabilidade para producfio das microalgas

Com o intuito de tornar a produgdo das microalgas economicamente viavel, muitos
pesquisadores vém sugerindo a criagdo de uma biorefinaria. O conceito da biorefinaria €
semelhante as refinarias de petréleo de hoje, a qual produz diversos 6leos e produtos
(petroquimicas) de petroleo. A biorefinaria consiste em produzir biodiesel em grande escala
por meio do cultivo de microalgas. Além, do biodiesel pode-se também obter
simultaneamente alimentos para animal, biogds, bioetanol e energia elétrica. A Figura 11

apresenta o fluxograma que contém os principais componentes presentes nas microalgas.



Figura 11 — Fluxograma dos componentes tipicos das microalgas
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5 COMPOSTOS
PROTEINAS CARBOIDRATOS LIPIDIOS VALIOSOS
Alto contetudo Armazenamento Armazenamento Membrana Alto contetdo
acima de 50% do de produtos como de lipidios: lipidica: acima de 50% do
peso seco nas a glucano; B muitos TAGs, diferentes peso seco nas
culturas. Todos os glucano, fructano, acima de 50% do classes de culturas. Todos os
20 aminoacidos acucares, glycerol, peso seco. lipidios, acima 20 aminodcidos.
baixo teor de dos 40% dos lipidios sdo PUFA

celulose. lipidios sdo
PUFA

Fonte: Adaptagdo de Gu e Singh, 2007

3.5 MICROALGAS COMO FONTE DE PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEL

A substitui¢do de todo o combustivel derivado de petréleo utilizado pelos transportes
nos EUA por biodiesel de oleaginosa requeria 0,53 bilhdes de m’® de biodiesel anualmente, na
razdo de consumo de 2007. Para abastecer 50% do combustivel utilizado pelo setor de
transporte nos EUA utilizando o 6leo de palma, que € derivado de uma planta com alto
rendimento de 6leo por hectare, seria necessério 24% do total de area agricola disponivel no
pais. Em contraste, caso fosse utilizado 6leo de microalgas, cultivado em fotobioreatores,
seria necessario 1 a 3% do total da area de cultivo (CHISTI, 2007b).

De acordo com Malcata (2011), admitindo a produgédo de biodiesel através da palma,
que € a oleaginosa com maior produtividade de 6leo com rendimento de 60001/ha, para suprir
a necessidade presente de combustivel para o transporte dos EUA, ¢ preciso 110 milhdes de

ha, que corresponde 60% de suas areas agricultaveis. Por outro lado, se o biocombustivel
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fosse produzido por meio das microalgas com contetido de 30% de oleo em peso seco de
biomassa obteria uma produtividade de 1,5kg.m”.dia”, que significa uma produgdio de
120m’6leo.ha’’. Atualmente, os EUA requerem 500 milhdes de m® de bicombustivel para
atender toda sua frota de transporte, com a produgdio a partir das microalgas teria uma area
ocupada de 5,4 milhdes de ha que corresponde a 3% da area agricultavel dos EUA.

Microalgas podem oferecer varios tipos de biocombustiveis renovaveis. Estes incluem
o metano ou biogas produzido pela digestiio anaerdbica da biomassa, o biodiesel derivado de
6leo de microalgas, biohidrogénio produzido pela lignina celuldsica através da fermentagdo,
bioetanol e biobutanol obtido do agicar da biomassa por meio de fermentagio
(BOROWITZKA, 1999; MALCATA, 2011). A idéia da utilizagdo de microalgas como fonte
de combustivel nfio é nova, mas agora esta sendo levado a sério por causa do aumento do
prego do petrdleo e, mais significativamente, a preocupagdo emergente sobre o aquecimento
global que estd associado com a queima de combustiveis fosseis. Pesquisas recentes tém
demonstrado que a biomassa de microalgas parece ser a fonte promissora de biodiesel
renovavel que é capaz de satisfazer a demanda global por combustiveis para uso em
transportes. As microalgas como fonte de produgio de biodiesel tém a vantagem de ndo
comprometer a produgfo de alimentos, forragens e outros produtos derivados de culturas.

O cultivo de microalgas apresenta uma caracteristica importante em rclagéo as outras
espécies vegetais que € a de possuirem elevadas taxas de crescimento € em meios de culturas
relativamente simples, duplicando sua biomassa em 24 horas (CHISTI, 2007a; SOUZA,
2008) Um componente fundamental para o seu crescimento consiste em um eficiente sistema
de fotossintese, o que requer iluminacdo, fator vantajoso no Brasil principalmente na regido
Nordeste que apresenta alta insolagéo durante a maior parte do ano.

As vantagens do cultivo de microalgas em relagfo as plantas superiores como fonte de
produgdo de biocombustiveis sdo numerosas, tais como:

1° As microalgas podem sintetizar e acumular grandes quantidades de lipidios neutros e
6leo [20-50% de peso seco e crescer a taxas elevadas (por exemplo 1-3 duplicagdes /
dia).

'2° A produgiio de oleo por é4rea de culturas de microalgas pode exceder
consideravelmente o rendimento das methores oleaginosas.

3° As microalgas podem ser cultivadas em agua salgada / salobra / salgada costeiras em
terras ndo araveis, € ndo competir por recursos com a agricultura convencional.

4° Microalgas toleraram terras marginais (por exemplo, arido deserto, e terras

semidridas) que nfo sdo apropriadas para a agricultura convencional.
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Microalgas podem utilizar nitrogénio e fosforo a partir de uma variedade de fontes de
aguas residuais (por exemplo, escoamento agricola, operagdes concentradas de
alimentagdo animais e efluentes industriais e municipais), oferecendo o beneficio
adicional de biorremediag@o de dguas residudrias.

As microalgas promovem o seqiiestro de CO;, gases emitidos por usinas
termoelétricas por meio do uso de combustivel fossil e outras fontes, reduzindo assim
as emissdes de gases de efeito estufa maior. 1 kg de biomassa de algas exige cerca de
1,8 kg de CO, (RODOLFI, 2009).

Microalgas produzem diversas substincias de alto valor agregados, por exemplo,
biopolimeros, proteinas, polissacarideos, pigmentos de alimentos para animais e
fertilizantes e seu cultivo ndo precisa de herbicidas e pesticidas.

As microalgas crescem em recipientes apropriados (fotobioreatores) durante todo o
ano, com maior produtividade de biomassa anual com base na édrea.

As microalgas requerem muito menos agua que as plantas terrestres, pois, para
produzir 1L de 6leo as microalgas requerem apenas 1,5L contra 10.000L das plantas,
(MALCATA, 2011).

A comparagdo de algumas fontes de dleo vegetal € indicada na Tabela 05 que

apresenta, as microalgas como sendo a tnica fonte de biodiesel, que tem potencial para

substituir completamente o combustivel fossil.

Tabela 05 - Comparagdo das algas com diferentes culturas na produg@o de biocombustivel

Tipos Galdes de dlee etare_por ano
Algas C_5000-20.000 >
Palma 635
coco 287
Canola 127
Amedoim 113
Girassol 102
Soja 48
Milho 39

Fonte: Khan et al. (2009)

Rodolfi et al. (2009), verificou que o teor de 6leo em microalgas pode exceder 80% do

peso da biomassa seca e que os niveis de 6leo de 20-50% séo bastante comuns (Tabela 06).



Tabela 06- Contetido em 6leo de algumas microal

as

Microalga Conteiudo de dleo(% peso seco)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. /3168
Neochloris oleoabundans | 3554 )
Nitzschia sp. 547
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. QO—D
Tetraselmis sueica 15-23
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Fonte: Rodolfi et al. (2009)

Rodolfi et al. (2009), estudou algumas cepas de microalgas e selecionou-as por seu
potencial de produgdo de lipidios, avaliando a produtividade de biomassa e teor de lipidios em
culturas em baldo de 250 mlL (Tabela 07). A espécie que mostrou o melhor indice de
produtividade de biomassa e contetdo lipidico, foi Nannochloropsis sp. de habitat marinho
com um teor de lipidios de 30% ou maior e uma produtividade de lipidios variando de 55 a 61
mg.L".dia". A espécie Nannochloropsis marinho pode ser considerado como uma das
melhores candidatas para a produgdo de 6leo de algas.

As dificuldades relacionadas a uma eficiente produgdo de biodiesel a partir de
microalgas consistem em encontrar uma cepa com capacidade de produzir altos teores de
lipidios e uma taxa de crescimento elevada em um sistema de cultivo de baixo custo (como
por exemplo, fotobioreator) que seja o mais apropriado para a cepa utilizada. Além disso, um
método de extragdo do oOleo economicamente vidvel deve ser desenvolvido
(ALGACULTURE, 2008).

A viabilidade econdmica da cultura em massa de algas para produgdo biodiesel
depende da grande produtividade de biomassa do alto rendimento lipidico. Para microalgas
lipidios para que o custo competitivo como fonte de combustivel liquido, seja a matéria-prima
organismo deve ser capaz de rendimentos de lipidio (50 -60% do peso da biomassa na forma
de lipidios) (NEENAN et al., 1986).
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Tabela 07 - Produtividade de biomassa e lipidica de diversas espécies de microalgas

: Produtividadede | ¢o\005d0 lipidico | Produtividade
Espécies de microalgas (:iz_?) (%mm‘:gu) e

Chaetoceros muelleri 0,07 33,6 21,8
Chaetoceros calcitrans 0,04 39.8 17,6
Skeletonoma sp. 0,09 31,8 27,3
Chlorella sp. / 0,23 \ 18,7 ﬂl N
Chlorella sorokiniana [ 023 ] 19,3 (47 )
Chiorella vulgaris NN 19.2 N 326
Chlorocoocum sp 0,28 19.3 53,7
Scenedemus quadricauda 0,19 18.4 35,1
Scenedemus sp. 0,26 21,1 33,9
Tetraselmis sp. 0,30 14,7 43,4
Nanochloropsis sp 0,21 29.6 61,0
Isochrysis sp 0,14 274 37,8
Pavlava salina 0,16 30,9 494
Pavlava lutheri 0,14 355 50,2
Parphyridium cruentum 0,37 9.5 34,8

Fonte: Rodolfi et al. (2009)

Analisando a Tabela 07 verifica-se que as microalgas que apresentam maior
produtividade lipidica juntamente com a maior produtividade de biomassa (crescimento) ¢ a
Chlorella sp, Chlorella vulgaris e Chlorella sorokiniana. Sendo assim, estas espécies podem
ser bastante promissoras para produgdo de biocombustivel. Outra espécie como a
Nanochloropsis sp que apresenta elevada produtividade lipidica e produtividade de biomassa
equivalente a Chlorella sp, Chlorella vulgaris. Que também ndo deixa de ser uma opgédo
bastante atrativa para produgdo de biodiesel. No entanto, Nanochloropsis sp tem dimensdes
bem menor que Chlorella sp, Chlorella vulgaris e isso pode acarretar num aumento dos

custos de separagdo da biomassa.

3.5.1 Producio de lipidios por microalgas

Estudos comparativos mostram que o crescimento de biomassa de microalgas € cerca
de 50 vezes maior do que nas plantas geralmente utilizadas como fontes de energia. A
manipulagio das condigdes de cultivo pode dobrar o contetdo lipidico (SOUZA, 2008; HU et

al., 2008). O actimulo de lipidios nas algas ocorre tipicamente em periodos de “estresse”,
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incluindo crescimento sob condigdes onde ha deficiéncia no aporte de nutrientes. O contetudo
de lipidios e 4cidos graxos nas microalgas varia de acordo com as condi¢des da cultura.

Como fatores nutricionais que podem aumentar a quantidade de lipidios totais, pode-se
citar a privagdo de nitrogénio (SPOLARE, 2006, MENG et al., 2008), o aumento da
concentragdo do ferro (LIU; WANG; ZHOU, 2008; KUDO et al., 2001), a privagdo de silicio
em algas que possuem revestimento externo desse mineral como as diatomaceas (SIRON;
GIUSTI; BERLAND, 1989), a deficiéncia de fosforos (LOMBARDI; WANGERSKI, 1991),
a salinidade elevada (RAO et al., 2007), presenca de alguns metais pesados como o cadmio
(GUSCHINA; HARWOOD, 2006) ou co-imobilizados em alginato com a bactéria brasileira
Azospirillum (LEBSKY et al., 2001; DE-BASHAN et al., 2002) ¢ a presenca de uma fonte
de carbono para microalgas que tenham capacidade heterotrofica (CERON GARCIA et al.,
2000).

Quando o meio é deficiente em nitrogé€nio ou fosforo, o que pode ocorrer na fase
estacionaria do cultivo ou quando o meio de cultura adicionado € pobre nessas substancias, as
células exibem um aumento da velocidade de captacio do nutriente limitante. A medida que o
nutriente vai se esgotando no meio, fica mais dificil para a célula encontrar esse nutriente. O
fato de a célula ter aprimorado seus sistemas de captacio para manter sua velocidade de
crescimento, ¢ ndo haver disponibilidade do nutriente para isso ocorrer, gera um estresse
fisiologico que aumenta & medida que a concentragdo dos nutrientes diminui. Esse estresse
altera o metabolismo microalgal, direcionando os processos metabolicos para a produgéo de
lipidios de reserva para preparar a célula para um periodo de privagdo (FALKOWSKI, 199;
ALONSO et al., 2000; BEARDALL; YOUNG; ROBERTS, 2001; SANTOS; MACEDO;
ALEGRE, 2003; MENG, 2006; LOURENCO, 2006; GREENE; GEIDER; PENTEADO,
2010).

As microalgas sintetizam duas classes principais de lipidios: a) lipidios neutros, que
compreendem os mono, di ¢ triacilgliceréis; e b) lipidios polares que incluem os fosfolipidios
e galactolipidios. Esses lipidios sdo produzidos a partir das fontes de carbono fornecidas a
microalga, sejam elas orginicas, como a glicose, acetato ou glicerol, ou inorgéinicas como o
dioxido de carbono (CO;) (ITUANG et al., 2010). O perfil lipidico, as proporgdes relativas de
lipidios neutros e polares alteram-se com a fase do ciclo de crescimento em que o cultivo se
encontra: na fase exponencial ou estacionaria. Lipidios sdo mais abundantes quando as células
estdo na fase estacionaria. Lipidios polares e os lipidios poli-insaturados se apresentam em

maiores quantidades na fase exponencial do cultivo (ALONSO et al., 2000).




Essa mudanga do perfil lipidico com a fase do cultivo € explicada por Grima et al
(1994), pela quantidade de nutrientes ¢ luminosidade. Quando ha disponibilidade de
nutrientes, a tendéncia do cultivo € possuir um maior niimerc de células gerando uma maior
competi¢do nutricional e menor disponibilidade de luz. Nessa condigio, a alga é obrigada a
ativar um aparato fotossintético mais complexo e passa a sintetizar mais lipidios polares para
fazer parte das membranas dos cloroplastos. Isso quer dizer que células jovens, na fase
exponencial do cultivo, tendem a captar mais nitrogénio pela alta disponibilidade destes
nutrientes no meio, produzindo, assim, mais lipidios polares. Quando hi restri¢des de
nutrientes € uma alta concentragéo de células, a captagfo de nitrogénio e fésforo diminui, as
células param de se multiplicarem e o cultivo entra na fase estacionaria. A célula entfo passa
a utilizar fontes de carbono, seja orgénico ou inorginico desde que estejam disponiveis, para

manutengio do seu metabolismo e para produgio de lipidios de reservas.

3.5.1.1 Biossintese de lipidios

A biossintese de triglicerideos nas microalgas compreende trés etapas principais: a
fromagdo de acetil coenzima A (Acetil — CoA) no citoplasma, a elongagfo e dessaturagéo das
cadeias carbonicas dos acidos graxos e a formagéo dos triacilglicerois (HUANG et al., 2010).

Formacdo de acetil-CO-A

As rotas de utilizacdo de fontes de carbono, como diéxido de carbono, levam a
formago de acetil — CoA nos cloroplastos durante as reagdes fotossintéticas e ciclo de Calvin.
O piruvato originando na via glicolitica € convertido pelo complexo piruvato desidrogenase
em acetil CoA (LEHNINGER, 2004; YANG; HUA; SHIMIZU, 2000}).

O gliceraldeido—fosforo (GAP), precursor do piruvato, € o ponto chave das duas vias.
O GAP ¢ formado no ciclo de Calvin em reagdes de fixagio de CO; e durante a via glicolitica.
Pode também ser formado a partir de outras fontes de carbono. O GAP ¢ exportado do
cloroplasto ao citoplasma onde ¢ utilizado na sintese de lipidios para a formacfio de acidos
graxos, na sintese de lipidios para a formagfio de 4cidos graxos, na sintese de aglcares ou na

oxidagfo a piruvato pela via glicolitica (HUANG et al., 2010).
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3.5.1.1.1 Formagdo de dacidos graxos e elongagdo da cadeia carbénica

A sintese da cadeia carbOnica dos acidos depende principalmente da rea¢do de dois
sistemas enzimaticos: a ACCE (acetil- CoA carboxilase), responsavel pela conversio do
acetil- CoA em malonil- CoA, e a sintese de acido graxo, responsavel por ativar os grupos
acetil e malonil para iniciar o processo de elongacdo. Em cada passagem por este ciclo, a
cadeia carbOnica € estendida em 2 carbonos.

A formagdo de acido graxo de cadeia curta (Cy4- Cg) € similar em células de plantas
superiores, animais, fungos, bactérias e algas. Em microalgas. a dessaturagdo da cadeia
carbonica do 4cido graxo ocorre no carbono 18 ¢ facilita elongagdo da cadeia carbdnica para
produzir acidos graxos de cadeia longa, o que ¢ incomum em plantas. Acidos graxos de cadeia
longa (Cyo- C2) sdo produzidos com fregiiéncia pelas microalgas, mas a quantidade varia de

espécie para espécie.

3.5.1.1.2 Formagado de triacilglicerois

Os precursores da formagdo de triacilglicerdis sdo os compostos Acil- CoA graxo,
formando a partir de acidos graxos sob agdo da acil- CoA, e L-glicerol- 3-fésforo, formado

através da agdo da glicerol-3-fosforo-desidrogenase. A condensagéo destes precursores.

3.5.1.1.3 A influencia do nitrogénio na produgdo de lipidios

Como ja foi relatada anteriormente, a deple¢do de nitrogénio pode aumentar o
contetido de lipidios de uma microalga. Isso ¢ explicado pelo fato de que a falta de nitrogénio
direciona o metabolismo microalgal, antes voltado a multiplicagdo celular, para a produgéo de
componentes de reserva, como os acidos graxos saturados, para preparar a célula para um
periodo de privagdo (ALONSO et al., 2000).

Youngmanitchai e Ward (1991) descreveram que a concentragdo de nitrogénio no

meio influencia no grau de insatura¢@o dos lipidios produzidos. Para algumas microalgas,
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como a Dunaliela salina ¢ Botryoccocus braunii, a deple¢io de nitrogénio aumenta a
produciio de acidos graxos polinsaturados. Ja para a Phaeodactylum trocornutum, a producio
desses acidos graxos diminui sob privago e aumenta em um meio rico em nitrogénio.

Santos, Macedo e Alegre (2003) privaram a microalga spirulina mdxima de
nitrogénio, e obtiveram um aumento de até 207% de lipidios totais por grama de biomassa
seca. Borowitzka (1992) submeteu a microalga Phaeodactylum trocornutum 3 privagio de
nitrogénio e obteve um aumento de aproximadamente 20% na producéo de lipidios por grama

de biomassa seca.

3.5.1.1.4 A influencia do ferro na produgdo de lipidios

No ambiente natural, muitas vezes a pequena disponibilidade de ferro limita o
crescimento algal, uma vez que, o ferro tem uma importincia essencial para varios processos
bioquimicos agindo como cofator, sendo responsavel pela redugio de nitrato, nitrito e sulfato,
na via biossintética da clorofila e dos citocromos, na fotossintese e na cadeia de transporte de
elétrons, na fixa¢do de nitrogénio molecular ¢ na desintoxicagio de espécies reativas de
oxigénio (LOURENCO, 2006).

O ferro ocorre em vérias formas quimicas, sendo que o Fe'? apresenta uma maior
solubilidade que o Fe™ em meio aerébico e em pH neutro ou alcalino. Os micro-organismos
ndo tém capacidade de assimilar o ferro na sua forma idnica, mas sim na forma ligada a
agentes quelantes, como o EDTA, torando o ferro biodisponivel (LOURENCO, 2006).

De acordo com Liu, Wang e Zhou (2007), o ferro tem sido demonstrado ser
um fator chave no aumento da biomassa de fitoplancton. Além disso, certas condigdes de
cultivo podem resultar em elevadas quantidades de lipidios. Portanto, o efeito de ferro no
crescimento € no teor de lipidios na linhagem marinha C. vulgaris foi investigado para
descobrir se o ferro poderia promover a produtividade de biomassa, ou acimulo de lipidios
em condigdes de laboratério. Os estudos de Liu, Wang e Zhou (2007), mostraram que a
densidade celular final foi aumentada pela adigéo de Fe'? assim como houve um aumento
consideravel no teor de lipidios na biomassa seca C. vulgaris. Esses pesquisadores
observaram que o incremento de lipidios com a suplementag@io de Fe atinge 56,6% quando

comparada a produ¢fo com meio padrio.
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3.5.1.1.5 A influencia do fosforo da produgdo de lipidios

A deficiéncia de fosforo no meio afeta o perfil lipidico da célula, ja que o fosforo faz
parte dos fosfolipidios presente na membrana celular, uma limita¢do desse nutriente direciona
o metabolismo da microalga para produgdo de triglicerideos saturados e lipidios neutros,
causando também a redugdo dos acidos graxos poli-insaturados (SIRON; GIUSTI;
BERLAND, 1989; PENTEADO, 2010).

Alguns estudos relatam um aumento na quantidade de lipidios totais intracelulares,
aliada a diminuigdo do crescimento celular e mudanca no perfil lipidico da célula com a
reducdo de fosforo no meio de cultivo. Khozin-Goldberg (2006), obtiveram um aumento em
15,5% em éacidos graxos poli-insaturados e 39% de triacilgliceréis cultivando a Monodus
subterraneus em meio com deficiéncia de fosforo. Lombardi e Wangerski (1991) submeteram
a microalga Chaetoceros gracilis a um meio com deficiéncia de fosforo e obtiveram como
resultado uma maior quantidade de lipidios totais intracelulares atribuidas a maior producdo
de triglicerideos. Obtiveram ainda uma redug@o na produgdo de fosfolipidios e também um
baixo crescimento celular. Esses resultados sdo conseqiiéncia da reducgio da divisdo celular e
da sintese de clorofila causada pela privagdo do fosforo. A baixa captagdo desse nutriente
alterou a velocidade de crescimento da microalga, gerando uma situacdo de estresse
fisioldgico, que direcionou o metabolismo da célula principalmente de triacilglicer6is
(PENTEADO, 2010).

3.5.1.1.6 A influencia do silicio da produgdo de lipidios

Uma baixa disponibilidade de silicio induz nas diatomaceas um aumento na produgéo
de lipidios (KEYLE et al., 1986). Alguns estudiosos conseguiram obter um aumento de
lipidios por biomassa seca em cultivo de diatomaceas como a Chaetoceros gracilis,
Hantzschia DI-60 e a Cyclotela cryptica, apesar de ter obtido uma diminui¢do consideravel
do crescimento celular (ROESLLER, 2008; LOMBARDI; WANGERSKI; SHIHARAN et al.,
2001).

[ UFCG/BIBLIOTECA/BC



3.5.1.1.7 A influencia de uma fonte de carbono na produgdo de lipidios

O carbono ¢ um macronutriente necessario em maiores concentragdes para o cultivo
algal, uma vez que constitui 50% da biomassa seca (DERNER, 2006). O carbono pode estar
na forma inorganica, como o CO; e compostos derivados como (H,CO3, HCO;3, ou CO3'2),
que pode ser proveniente do ar atmosférico ou de ar injetado na cultura, ou na forma orgénica,
como a glicose, acetato, lactato e aminoacidos. Sabe-se que muitas microalgas s6 se
desenvolvem em cultivo com a fonte de carbono inorginico por elas serem estritamente
autotroficas. Qutras microalgas podem similar também outras fontes de carbono e, simulando
tanto a fonte de carbono inorganico como orgénico, simultaneamente, efetuando assim um
cultivo mixotréfico (DERNER, 2006). Importante relatar que, o glicerol possui um especial
interesse como fonte de carbono ja que o mesmo ¢ um residuo gerado durante a reacfio de
transesterificagdo durante a produgiio de biodiesel (CERON GARCIA et al., 2000).

Sob condigtes mixotroficas, algumas microalgas aumentam sua taxa de crescimento €
sua biomassa, além de produzirem uma maior concentragio de 4cidos graxos (CERON
GARCIA et al., 2000). Isso pode ser explicado pelo fato de que o uso de fontes suplementares
de carbono minimiza as conseqiiéncias de autoassombreamento causado pela elevada
densidade celular. Com a baixa disponibilidade de luz em cultivos densos, a assimilagdo do
carbono inorgénico pelas microalgas fica prejudicada. E quando existe outra fonte de carbono,
a alga ird assimilar mais carbono, promovendo um aumento na producdo de carboidratos,
proteinas e lipidios (DERNER, 2006).

Outros autores relatam um aumento da biomassa seca ¢ aumento da producdo de
lipidios pela microalga Phaeodactylum tricorntum utilizando como fontes de carbono como
exirato de centeio, trigo ou batata (PENTEADO, 2010). Ceréon Garcia et al (2000)
acrescentaram glicerol ao meio durante o cultivo da microalga Phaeodactylum tricorntum ¢
obtiveram uma produgfo de biomassa seca de 74% maior que um cultivo sem a fonte de
carbono organico € ainda o percentual de lipidios por biomassa seca 3 vezes maior do que o

controle sem glicerol.
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3.6 OUTRAS APLICAGCOES DAS MICROALGAS

Como ja relatado algumas espécies de microalgas contém alto teor de lipidios em sua
biomassa que pode ser extraido e convertido em biodiesel. Os métodos mais comuns para
extragdo dos lipidios podem ser extragdo por solvente, extracdo fluida supercritico e ultrasom.
Depois da extragdo dos lipidios, realiza-se a reagdo de transesterificagdo para obter o
biodiesel. Contudo, o residuo da biomassa que resta apds a extragdo dos lipidios pode ser
convertida para produgdo de diferentes tipos de produtos como biometano, bioetanol e
biohidrogénio (HARUN et al., 2010).

Em termos ambientais as microalgas também podem trazer varias contribui¢des para
reduzir os problemas ambientais, como o efeito estufa pela absor¢ido do CO, proveniente dos
processos industriais, algumas espécies tém habilidade para fixar nitrogénio, fosforo e metais
pesado. A Figura 12 mostra um conceito esquematico resumido para o desenvolvimento de

varios produtos das microalgas com reciclagem das fontes de carbono.

Figura 12 — Esquema 1 de diagramas que apresenta o processo biotecnolégico das microalgas
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Fonte: Harun et al. (2010)
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3.6.1 Geracéo de energia a partir das microalgas

As reagdes de conversdo energética utilizando a biomassa das microalgas podem ser
separadas em duas categorias as reacdes de conversdes termoquimicas e as conversdes
bioquimicas (Figura 13). Os motivos que influenciam na escolha do processo de conversdes
incluem: o tipo e a quantidade de biomassa, a forma de energia desejada, os custos, a
especificidade do projeto e a forma final desejada do produto (BRENNAM; OWENDE,
2010).

A conversdo termoquimica consiste na decomposi¢do térmica dos componentes
organicos da biomassa realizavel por diferentes processos como a combustdo direta,
gaseificagdo, liquefagdo termoquimica e pirdlise. A conversdo bioquimica consiste na
conversdo da biomassa para produgdo de energia por meio dos processos biologicos que
incluem a digestdo anaerdbica, fermentagéo alcodlica a produgdo de hidrogénio fotobiologico
(OWENDE; BRENNAM, 2010).

Figura 13 — Conversdes energéticas utilizando a biomassa algal
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Fonte: Brennam e Owende (2010)
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3.6.2 Bioetanol

Bioetanol produzido pela biomassa ¢ produzido comumente por dois processos: 1-
processo bioquimico (fermentagdo) e 2 — processo termoquimico (Gaseificagio). Muito das
biomassas utilizadas como maténa-prima objetivando a producio de bioetanol ou etanol,
como a cana de agicar e o milho, tém grande dificuldades devido ao seu valor alimenticio e
por requererem grandes quantidades de terras para seus cultivos, competindo assim
diretamente com os cultivos com finalidade alimentares pela terra a fim de efetuarem a
plantagdo.

Assim sendo, o grande interesse focado nas microalgas vem crescendo para produgfio
de etanol, uma vez que a biomassa das microalgas serve como matéria-prima para realizagio
do processo de fermentagfo, pois, isto € possivel devido a presenga de carboidratos e
proteinas presentes na biomassa que sdo fontes de carbono para a fermentagio (GU; SINGH,
2010; HARUN et al., 2010).

Para a fermenta¢io dos carboidratos podem ser utilizadas bactérias, fungos ou
leveduras na produgdo do bioetanol em condi¢des anaerobicas. Na fermentagdo além do
etanol também ocorre a produgio de CO; e varios subprodutos. Ueda et al. (1996)
patentearam o sistema de fermentagfo alcodlica através das microalgas que consiste de um
estagio inicial que produz o etanol através da fermentagdio anaerébica em ambientes com
auséncia de luz. O etanol produzido da fermentacfio é purificado e o CO, produzido no
processo fermentativo ¢ reciclado para as lagoas de cultivo das microalgas que servird como
nutriente e favorece o crescimento. O segundo estagio consiste na utilizagdo remanescente da
biomassa algal resultante da fermentacdo sofrer uma digestio anaerébica que terd como
produto o gas metano que podera ser convertido em eletricidade.

Os mais recentes trabalhos para producio de etanol tem sido apresentados por Harun
et al (2010), eles estudaram a viabilidade das microalgas (Chorococum sp.) com substrato
para fermentagio utilizando leveduras e concluiu que as microalgas sdo bastante promissoras
na obten¢do de bioetanol.

Microalgas como a Chlorella vulgaris ¢ uma excelente fonte para produgdo de etanol
via fermentacio devido seu alto contetido de amido (carboidratos ~37% de peso seco) e para o
qual tem obtido uma eficiéncia de produgio de etanol cerca de 65% (BRENNAM; OWENDE,
2010).
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Moen et al. (2008 apud GU et al., 2010), demonstrou que as algas marrom marinhas
produz alta eficiéncia na produgéo de bioetanol comparada com outras espécies. Ueno et al.
(1998 apud BRENNAN; OWENDE, 2010), também produziu etanol de microalgas via
fermentagfo escura em algas marinhas verdes Chlorococcum littorale, sob condig¢Ses
anaerodbicas com o aumento da temperatura ocorreu uma maior produtividade de etanol

atingindo 450pmol.g” de base seca a 30°C.

3.6.3 Biometano

Nos processos descritos para produciio de bioetanol via fermentagdo é imperativa a
produciio de biogds com o intuito de reduzir a produgdo de residuos do processo de
fermentagdo. O biogas é constituido de CHj (55-75%), CO, (25-45%) que é produzido
durante a digestdo anaerdbica por micro-organismos anaerobicos. O metano gerado da
digestdo anaerdbica pode ser usado como gas combustivel e também pode ser convertido para
gerar eletricidade.

A digestio anaerdbica é um processo mais adequado quando os residuos orgénicos
apresentam alta umidade entre 80 a 90%, que pode ser Gtil quando a biomassa algal encontra-
se molhada (BRENNAM; OWENDE, 2010). A digestio anaerobica € bastante afetada pelo
tamanho da cadeia carbonica dos residuos orgénicos, temperatura, pH e tempo de retengéo no
reator. No entanto, o custo de produgdo do metano via microalgas € elevado comparado com
outras fontes, por exemplo, a madeira.

Porém, a integragiio de um sistema de produgio de metano integrado ao cultivo de
microalgas no sistema de tratamento de dguas residudrias ¢ uma abordagem mais apropriada
para reduzir os custos € torna-lo mais rentavel (BRENNAM; OWENDE, 2010).

A biomassa residual da digestdo anaerdbica também pode ser mais reprocessada e ser
utilizada como fertilizantes. Este fato favorece as praticas agricolas aumentando a eficiéncia
da mesma e reduzindo o custo na produgdo de microalgas. As microalgas quase néo contém
lignina e baixo teor de celulose isto aumenta a estabilidade e efici€ncia do processo de
digestdo anaerobica, pois, tanto a lignina quanto a celulose que séio de dificil digestdo

anaerobica.
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A primeira mencio do uso de cultivo de microalgas para tratamento de dguas
residudrias e a colheita do lodo algal para produgéio de biogas por meio da digestfio anacrobica
foi feito por Oswald e Gotaas (1957).

A importéncia de introduzir o cultivo de microalgas no tratamento de aguas residudrias
¢ que as microalgas na sua nutricdo necessitam de compostos orgdnicos assim favorece o
tratamento das dguas com a redugio dos compostos de nitrogénio e fosforos. Logo, a remogio
desses nutrientes nas aguas residudrias, evita-se a eutrofizagfio dos corpos aquaticos (MATA
et al., 2010).

Aslan e Kapdan (2006), utilizando a Chlorella vulgaris para remogfio de nitrogénio e
fosforo obteve uma eficiéncia de remogdo de 72% para nitrogénio e 28% para fésforo (de 3 a
Smg.L'l NH*" e 1,5-3,5 mg.L'i PO4'3). Qutras culturas de microalgas vém sendo utilizadas
para remoc¢do de nutrientes além da Chlorella sp, como espécies de Scenedesmus sp e
Spirulina sp. Outras espécies estio em estudos para avaliar a eficiéncia de remocéo
principalmente de nitrogénio e fésforo como Nannochloris, Botryococcus brauinii e
Promidium bohneri (OLGUIN et al., 2003; DUMAS et al., 1998; LALIBERTE et al., 1997).

Aplicacdo das microalgas para tratamento de efluentes industriais ou de estagdes de
tratamento de esgoto favorece a degradacfio de compostos ou substincias que sdo de dificil
degradacdo por meio de bactérias, assim um sistema de tratamento com capacidade de
remover poluentes orginicos persistentes e metais pesados pode ser mais eficaz com um
sistema de tratamento incluindo as bactérias e as microalgas processo este que estd
apresentado na Figura 14 ilustrando um sistema de tratamento de efluente doméstico com
producdo de microalgas para remogio de nutrientes e o processamento da biomassa que pode
gerar diversos produtos de alto valor agregado tornando um processo de enorme
sustentabilidade econdmica e ambiental.

De acordo com Harun et al. (2010), relataram que as algas marrom Ascophyllum
nodosun tem uma eficiéncia comprovada que é melhor que as algas vermelhas e verdes na
remogdo de metais como cadmio, zinco e niquel. Um estudo similar comprovou que as aigas
marrons Fucus vesiculosus tem alto rendimento de remogdo cromo III mesmo em altas
concentragdes inicial do metal.

Outra espécie de algas, Scenedesmus obliguus foi estuda para remocgdo de cianeto
proveniente de efluentes de mineragio e obteve remogéo acima de 90% apos a introdugdo da
espécie em questdio. Spirogyra condensata ¢ Rhizoclonium hieroglyphicum também foram
empregadas para remogdo de cromo presentes nos efluentes de curtumes. O pH juntamente

com a densidade celular da microalgas influenciam na remocéio do cromo, isto indica o
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potencial das microalgas em remover metais pesados de aguas residudrias (GURBUZ et al.,
2009).

Figura 14 — Fontes de aproveitamento comerciais com o cultivo das microalgas
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3.6.4 Outras aplicacdes através do extrato das microalgas

A industrializagdo das microalgas principalmente para nutrigdo humana vem
crescendo rapidamente desde com o cultivo inicial em 1960 com os japoneses hoje existem
uma expansdo por varios paises como a india, EUA, Israel, Austrlia estes sdo os principais.
Em 2004, a industria de microalgas produziu 7000 toneladas de biomassa seca. A Tabela 08
apresenta a producdio anual dos principais paises que produzem microalgas para fins
comercias com a sua aplicagio e o seu valor comercial, enfatizando que estes fins comerciais

ndo sdo direcionados para fins de produg@o de energia.

Tabela 08 - Produgdo de microalgas atualmente e potencial comercial

Microalgas _l”, S Pais Produtor Aplicacio e produto Prego €
Anual ton
6 e Nutrigdo humana, nutrigdo 36/Kg
Spirulina SOOGngopeso Chin; ?;dli.;_‘) Ele animal, Cosméticos e
P ficobiliproteinas 11/mg
. ; - 36/kg
2000 de peso | Taiwan, Alemanhae | Nutrigdo humana, cosméticos
Chioredla Seco Japdo tiicultura
P q SO/L
. 1200 de peso Australia, Israel, Nutrigdo humana, cosméticos e 215-
e seco EUA e Japdo p-caroteno 2150/kg
Haematococus 300 de peso £ e Astaxantina 7150/kg
pluvialis seco i Agilicultura 50/L
Crypthecodinium | 40 pA sleo EUA DHA 6leo 43/g
cohnii
Shizochytrium 10 DHA EUA DHA dleo 43/g

Fonte: Macalta (2011), Brennan e Owende, 2010.

3.6.4.1 Quimicos finos a partir das microalgas

3.6.4.1.1 Acidos graxos poli-insaturados

Dependendo das microalgas, varios compostos quimicos de alto valor econdmico
podem ser extraidos como os pigmentos, antioxidantes, f-caroteno, polissacarideos,
triglicerideos, acidos graxos, vitaminas e biomassa. Atualmente o mundo mantém a

preocupagdo com diversas doengas debilitantes que vém a cometendo facilmente a
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humanidade como, por exemplo: hiperlipidemia, doengas cardiovasculares, osteoporose,
cancer, mal de Alzheimer, obesidade, diabetes entre outras. E para prevenir esses tipos
doengas apenas com medicagio € muito dificil, o que fazem que as pessoas procurem ter em
sua dieta alimentos que possam colaborar na prevengio desses males. Tradicionalmente, as
pessoas vém utilizando como suplementos alimentares em suas dietas vegetais. No entanto, os
beneficios dos micro-organismos aquaticos como as algas trazem beneficios superiores que os
vegetais, como por exemplo, as microalgas sfo vistas por possuirem uma qualidade superior
de suas proteinas que muitos vegetais, como trigo, arroz ¢ legumes (MATA et al., 2010).

O consumo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) vem sendo introduzidos na
alimenta¢io humana, especialmente o dmega-3 e 6mega-6, como tratamento para doengas
cardiacas e inflamatorias como artrite, enxaqueca e asma. Os lipidios de algumas espécies
contém quantidades relativamente altas de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
principalmente o 4cido eicosapentaendico (EPA- 20:5 n-3) e o 4cido docosahexaendico (DHA
— 22:6 —n-3) estes sfo as fontes de dmega-3 nas microalgas (DERNER et al., 2006; HARUN
et al., 2010).

Peixes como bacalhau, savelha, arenque, anchova e sardinha contém, uma alta
proporgdo de gordura e sdo empregados na obtengéo de PUFA. Porém, a extragio a partir dos
peixes apresenta diversos inconvenientes como: odor desagradavel, contaminagio com metais
pesados, baixa estabilidade, presenga de colesterol, produgéio variavel € um complexo perfil
de acidos graxos, podendo apresentar mais de 50 tipos diferentes (DERNER et al., 2006). Por
outro lado, os acidos graxos das microalgas nfio apresentam as desvantagens citadas. Além
disso, nos cultivos, as condi¢des ambientais podem ser controladas e as espécies selecionadas
de acordo com o(s) acido(s) graxo(s) desejado(s). Ademais por apresentar composi¢io mais
simples, o processo de purifica¢do dos PUFA € mais simples e econdmico (DERNER et al.,
2006; HARUN et al., 2010).

Dentre as espécies conhecidas de microalgas que representam quantidades
significativas de PUFA das familias 6mega-3 e dmega-6, tem como representantes: Isochrysis
ssp, Paviova lutheri, Phaeodactylum tricornutu, Thalassiosira spp, Odontella aurita,
Crypthecodinium cohnii entre outras. De acordo com Patil et al.; as algas marinhas produzem
mais DHA que as microalgas de aguas doces. Jiang et al.; afirmam que a alga marinha
Schizochytrium mangrove tem 33 a 39% de DHA dos 4cidos graxos contidos em sua
composi¢do. Vazhappilly € Chen confirmaram que Crypthecodinium cohnii tem o contetido
de 19,9% de DHA do total de acidos graxos que € acima de outras espécies estudas
Amphidium caryerea (17%) e Thrautocytrium aureum (16,1%). Também, Isochrysis galbana,




73

apresentou uma quantidade de DHA significativa com a produtividade especifica de
0,16g/L.d. O consumo de DHA traz varios beneficios para a saide ajuda a combater o cincer,
AIDS, doengas cardiovasculares, controla e reduz o colesterol, impulsiona o sistema

imunologico e efeitos desintoxicastes do corpo (HARUN et al., 2010; GU; SINGH, 2010)

3.6.4.1.2 Caratendides

Semelhantemente ao que ocorre em outros organismos, cada classe de microalgas
apresenta sua propria combinagdo de pigmentos e, consequentemente, coloragio distinta. Os trés
principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa microalgal sdo as clorofilas, os
carotendides e as ficobilinas (ficobiliproteinas) (ABALDE et al., 1995) De acordo com
Borowitzka (1993) é possivel incrementar a sintese destes compostos através da manipulagéo das
condigdes de cultivo, usualmente por algum tipo de estresse ambiental.

Os caratendides, pigmentos de grande interesse comercial, funcionam como fotoprotetores,
eles podem ser usados para colorir alimentos, fonte de pro-vitamina A, forte antioxidantes, ages
antiflamatorias, entre outros beneficios. A maioria dos B-caroteno cerca de 90% ¢é produzido
sinteticamente que custa no mercado em torno de € 215,00 por kg enquanto o pB-caroteno natural
pode chegar a ser comercializado em média por € 2150 por Kg (BRENNAN; OWENDE, 2010),
quando os B-caroteno natural comparados aos corantes sintéticos, eles sfo mais resistentes a
presenca de #cido ascorbico, ao calor, aos processos de congelamento e apresentam eficiéncia
mesmo quando aplicados nos alimentos em pequenas quantidades. O crescente interesse industrial
por esses pigmentos naturais pode ser atribuido a eles pelo seu poder de prevencio as doengas
degenerativas: combatendo os radicais livies e funcionando na prevengio do céncer e
estimuladores do sistema imunologico (DENER et al., 2006). As microalgas podem conter entre 5
a 10 tipos de um universo de aproximadamente de 60 diferentes caratendides presentes nas
microalgas. Diversas espécies podem acumular grande concentraco de betacaroteno, astaxantina,
clorofila ou cantaxantina, entre outros (DENER et al., 2006).

QO B-caroteno é um pigmento tipicamente encontrado nas microalgas, bem como nas
macroalgas e plantas. Geralmente ¢ encontrado numa fragdo inferior a 1% da massa seca, mas
pode ser acumulado até aproximadamente 10% em espécies halotolerantes (micro-organismos que
toleram elevadas concentragdes de sais), como a do género da Dunaliella sp. O cultivo em escala

comercial € realizado de maneira eficiente em tanques abertos, com concentragdes elevadas de sais
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no meio, onde a elevada incidéncia luminosa e alta salinidade geram estresse nas células, que
respondem com a producdo de glicerol e f-caroteno (BOROWITZA; BOROWITZA, 1998).

A astaxantina tem como fonte natural a espécie Haematococcus pluvialis que tem um
elevado potencial de aplicagdo como nutracéuticos, cosméticos, na inddstria de alimentos, também
na safide pode promover a protecéo da irradiagdio UV, melhora a resposta imune e antiflamatdria.
Estudos vém sugerindo varios beneficios que a astaxantina traz para a saide, como: atividade anti
cancer (inibindo a formagdo de céncer de mama, de cavidade bucal, bexiga, figado), a ajuda na
produgdio de anticorpos, colabora na reducfio dos riscos de adquirir doengas neurodegenerativas
(Parkinson e Alzheimer), reduz a incidéncia de aterosclerose (MATA et al., 2010). Mas, seu
major potencial atualmente ¢ utilizado na agtiicultura devido seu poder forte de pigmentagéio,
sendo empregada para dar a coloragfio avermelhada a carne de salméo. De acordo com Brennan e
Owende (2010), a Haematococcus pluvialis é capaz de produzir de 1 a 8% de astaxantina em peso
seco. A astaxantina natural € comercializada por € 7150,00 por quilograma.

A ficobiliproteina ¢ um pigmento azul que pode ser encontrada nas cionabactérias com
grandes aplicagdes nas industrias de alimentos e farmacéuticas devido seu alto poder antioxidante.
Pesquisas recentes vém mostrando um grande potencial no ramo da medicina diagnostica. Pois,
suas propriedades tornam-se muito poderosas e altamente sensiveis aos reagentes fluorescentes,
que podem ser utilizados em experimente os de imunomarcagio.

E atualmente extraida do cultivo da cianobactérias Spirulina platensis em lagoas abertas e
da alga vermelha Porphyridium cruentum. O prego dos produtos da ficobiliproteina é na faixa de €
215 a 1790 por quilograma quando € vendido nativo e ap6s ser processado pode ficar na faixa de €
de 10.500,00 por quilograma (BRENNAN; OWENDE, 2010).

3.7 PROCESSOS DE SEPARACAO DA BIOMASSA DO MEIO DE CULTIVO

A separagio da biomassa do meio de cultivo pode contribuir com 20 a 30% do custo de
produgdo total da biomassa. Os métodos mais comuns envolvidos para separagdo da biomassa
poder ser através de processos quimicos, fisicos e biolégicos. Experiéncias t€m demonstrado que
ainda nfio existe uma metodologia de separagio consolidada, que ainda ¢ uma area que requer mais
estudos, é preciso encontrar uma técnica que seja eficiente na separagio da biomassa e que seja

viavel economicamente e que ndo gerem impactos ambientais, principalmente para as microalgas




de pequenas dimensdes, que siio mais dificeis de separagio como a Chiorella vulgaris e
Nannochloris sp.

Os métodos mais comuns utilizados na separagio da biomassa incluem sedimentagio,
centrifugagio, filtragio, algumas vezes com adigfio de coagulante ou floculante para flotagio. A
floculagéo ¢ utilizada para agregar as células de microalgas para aumentar de tamanho e densidade,
e assim facilita a sedimentagfo, a centrifugacéo e filtragdo.

Filtros prensas de operagio sob pressfo ou a vacuo podem ser usados para recuperarem
grandes quantidades de biomassa. Mas, algumas aplicagdes de filtragdo podem ser relativamente
lentas, que podem ser insatisfatorias. Filtragfio também ¢ mais adequada para algas de grandes
dimensdes como Coelastrum, Proboscideum, e Spirulina platensis. Mas, ndo se pode recuperar a
biomassa por filtragiio para microalgas de pequenas dimensdes como: Scenedesmus sp, Dunaliella
sp, ou Chliorella sp.

Alternativamente, a microfiltragdo ou ultrafiltragio com membranas torna-se outra
possibilidade para substituir a filtragiio convencional para separagfio das microalgas, que sdo mais
adequadas para as células frageis e processos de produgiio de pequena escala. Além disso, esses
processos de separagdo sdo mais caros, especialmente por causa da necessidade de substitui¢io da
membrana e bombeamento.

Richmond (2004} sugeriu que o critério para decidir sobre a sele¢do de procedimento de
colheita mais adequado é principalmente em fungfio do produto desejado. Para produtos de baixo
valor que nfio exigem muita pureza, pode- se utilizar a sedimentagfio por gravidade possivelmente
com refor¢o da floculagio por meio de coagulantes. Por outro lado, produtos de alto valor a ser
recuperados das microalgas, utilizados, por exemplo, como alimento. Muitas vezes ¢ recomendado
0 uso continuo de centrifugas operacionais que podem processar grandes volumes de biomassa
(MATA et al., 2010).

Como ja foi comentado a sele¢do da técnica de separacdo influencia diretamente nos custos
de produgdo e que depende essencialmente da espécie que esta se separando € que algumas
facilitam o processo de separagfio em razdo do seu tamanho e forma, como € o caso da
cianobactéria spirulina sp que ¢ longa em forma de espiral (20-100pm) que se presta naturalmente
ao método de colheita relativamente eficiente em micro telas (BRENNAN; OWENDE, 2010).

A escolha da técnica de separagio é dependente das caracteristicas das microalgas como ja
foi enfatizado, por exemplo: tamanho, densidade e valor do produto que deseja obter.

Geralmente, a separagio das microalgas envolve-se dois processos:

a) A colheita de separagio com suspensdo em grandes quantidades, que necessita concentrar a

biomassa a valores elevados para chegar a 2-7% do total de matéria sdhida. Isso vai



76

depender da concentragfo inicial e das tecnologias empregadas, incluindo sedimentagio,
flotacéo e floculagdo.

b) Outra forma de concentrar as células durante a separagfio é através das técnicas que
possibilita agregacdo por meio da centrifugacio, filtragBio e agregaco ultrassoOnica, essas
técnicas permitem reter um maior teor de sélidos, no entanto a custo do uso intenso de

energia, elevando os custos de separacdo da biomassa.

3.7.1 Separagio por floculagiio e agregacio ultrassonica

Como a floculagfio consiste na agregacfio das células das microalgas, ja que as mesmas
precisam ser desestabilizadas, pois possuem cargas negativas € ndo favorecem a aglomeracgio. A
desestabilizagio € feita com adi¢fio de sais metdlicos hidrolisdveis que pode ter como auxiliar
polimeros com a finalidade de aumentar o tamanho das particulas aumentando a velocidade de
sedimentagfo favorecendo uma melhor separacfio. Os sais metalicos mais utilizados sfo sulfato de
aluminio, cloreto de férrico e sulfato ferroso.

Virios métodos de separaciio através da floculagfio foram testados. Knuckey et al. (2006),
desenvolveram um processo de floculagéio com ajuste de pH, elevando o mesmo para faixa de 10 —
10,6 com NaOH seguindo com adi¢io de polimero ndo idnico. O sobrenadante foi colhido por
sifonagem depois de um periodo de decantagio, e, subsequentemente, neutralizado de modo a dar
uma concentraciio de biomassa final de 6-7g.L™". O processo foi aplicado com sucesso para uma
gama de espécies de microalgas com eficiéncia de floculagfio superior a 80%.

A técnica de ultrassom € utilizada com sucesso, pois tem um elevado poder de agregagio
aumentando a concentragfio de solidos de 20 vezes. Além das vantagens que é a operag¢io continua,
sem indugdo de tensdo de cisalhamento sobre a biomassa, 0 que podenia destruir metabdlicos

potencialmente valiosos.

3.7.2 Separacio por flotagiio

O método de flotacdo é baseado na introdugéio de microbolhas que entra em contato com as

células das algas, tornando-as leves propiciando que elas flutuem, ao contrério da floculacgfio, niio
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requer qualquer adigdo de produtos quimicos. Embora a flotagio tenha um enorme potencial de

separagio da biomassa apresenta limitagfio na sua viabilidade em virtude dos custos energéticos.

3.7.3 Separagio por gravidade e centrifugacio

Métodos de separagiio através da sedimentag8o por gravidade e centrifugacdo sfo baseados
na lei de Stoke, as caracteristicas de sedimentacfio dos sdlidos em suspensdo sfo determinadas pela
densidade da suspensfo, raio das células e a velocidade de sedimentagiio. A separagio por
sedimentagfio gravitacional ¢ a técnica mais comum utilizada. Contudo, o método € apenas
adequado para microalgas de grandes dimensdes tal como spirulina sp.

A separagdo por meio da centrifugagfio ¢ o preferido para obtengfio de metabdlitos de alto
valor e vida util prolongada. O processo ¢ rapido e utiliza energia com intensidade. As
desvantagens do processo centram-se no alto custo energético € de manutengio. No entanto, o
elevado poder de concentragdo de solidos apés a centrifugacio da biomassa com aumento da
concentracdo de até 150 vezes (BRENNAM; OWENDE, 2010).

3.7.4 Separacgao por filtracio

Um processo de filtragio convencional é o mais adequado para a separagfio de microalgas
relativamente grande (70um), tais como Coelastrum sp e Spirulina sp. Para filtragio convencional
ndo ¢ adequada espécies de algas que se aproximam das dimenstes bactérias (30pm), como
Scenedesmus sp, Dunaliela sp e Chlorella sp (BRENNAM; OWENDE, 2010).

Para recuperagio de células algais de pequenas dimensdes (<30 pm), microfiltracfio e
ultrafiltragio por membranas (a filtragdo por membrana utiliza a pressio hidrostitica) séo
alternativas tecnicamente viaveis para substituicio a filtrago convencional. Os processos de
separacdo por membranas podem ter um custo superior ao processo de centrifugagio, porém

1

quando opera em grande escala acima de 20m’.dia’ torna-se mais vidvel economicamente

(MACKAY; SALUSBURY, 1988).



78

3.8 BIODIESEL

Mais de 1,5 trilhdo de barris de 6leo equivalente foram produzidos desde que Edwin
Drake perfurou o primeiro pogo de petréleo do mundo em 1859. A Agéncia Internacional de
Energia (AIE) informou no cendrio de referéncia que a necessidade mundial de energia
primaria devera crescer de cerca de 55% entre 2005 ¢ 2030, a uma taxa média anual de 1,8%
ao ano. Os combustiveis fosseis continuardo sendo a fonte dominante de energia primaria,
representando 84% do aumento global da demanda entre 2005 ¢ 2030.

De acordo com o relatério da Agéncia Internacional de Energia (AIE), o consumo de
petréleo caiu de 90 mil barris por dia no periodo entre 2008 ¢ 2009. A taxa de crescimento de
consumo anual de 6leo da China estd em torno de 7,5% e, enquanto a india é de 5,5%; e
ambos sdo esperados de tomar um salto quintico na proxima década. Se os governos ao redor
do mundo tendem para as politicas atuais, o mundo vai precisar de quase 60% de energia a
mais em 2030 do que hoje, deste 45% serio contabilizados pela China ¢ a fndia juntas.

O transporte ¢ um dos setores que mais crescem usando 27% da energia primaria.
Com as taxas atuais de consumo de escalonamento, a reserva mundial de dleo fossil estara
esgotada em menos de 45 anos. Devido 2 escassez de combustiveis fosseis e do aquecimento
global por meio do efeito estufa por didxido de carbono e outros gases em sua combustio,
combustiveis alternativos estdo recebendo uma atencio consideravel. Uma das alternativas
promissoras € biodiesel (HILL et al., 2006).

As atuais fontes de biodiesel comerciais incluem oleo de soja, 6leo de canola, dleo de
palmeira, ¢ Oleo de milho, gordura amimal e O6leo de cozinha ja usado. Contudo, o
desenvolvimento, em larga escala de biodiesel a partir desses recursos ndo pode satisfazer de
forma realista a demanda existente para os combustiveis de transporte, porque seria deslocar a
produgdes de plantas que atualmente sfio utilizados para produgdo de alimentos. Por exemplo,
nos Estados Unidos, se oleo de palmeira, fosse o 6leo cultivado em alto rendimento, seriam
preciso 24% do total das terras araveis fossem dedicadas ao seu cultivo para atender a apenas
50% do transporte das necessidades de combustivel e 846% da 4rea do cultivo seria
necessario se o milho fosse cultivado como fonte de biodiesel nos EUA.

Enquanto 3% do total das areas das plantag¢tes dos EUA seriam suficientes para a
produgdo da biomassa de algas que satisfaz 50% das necessidades de transporte do
combustivel, dada a produtividade da biomassa das algas em fotobioreatores de 6leo de 30%

por peso da biomassa.
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Os maiores componentes de 6leos vegetais e gordura animal sdo os triacilglicerdis
(TAG: muitas vezes chamados triglicerideos). Quimicamente, os TAG sdo ésteres de acidos
graxos (AG) com glicerol (1,2,3-propanotriol). Os TAG de odleos vegetais e gordura animal
contém, tipicamente, diferentes tipos de AG. Assim, diferentes AG podem estar ligados a
cadeia do glicerol. Os diferentes AG que estéo contidos nos TAG revelam o perfil de AG de
6leos vegetais e gorduras animais. Como cada AG apresenta propriedades quimicas
peculiares, o perfil de AG é, provavelmente, o pardmetro de maior influéncia sobre as
propriedades dos 6leos vegetais e gorduras animais de onde se originam (KNOTHE, 2006).

Para que o biodiesel seja produzido, dleos vegetais e gorduras animais sdo submetidos
a uma reagdo quimica denominada transesterificagdo. Nesta reagdo, 6leos vegetais e gordura
animal reagem na presen¢a de um catalisador (usualmente uma base) com um alcool
(usualmente metanol) da mistura AG que ¢ encontrada no 6leo vegetal ou na gordura animal
de origem (KNOTHE, 2006).

O biodiesel pode ser produzido de uma grande variedade de matérias-primas. Estas
incluem a maioria dos 6leos vegetais (6leos de soja, carogo de algoddo, palma, amendoim,
colza/canola, girassol, agafrdo, coco e outros) e gordura de origem animal (usualmente sebo),
bem como dleos de descarte (6leos usados em frituras). A escolha da matéria-prima para a
producédo de biodiesel depende largamente de fatores geograficos (KNOTHE, 2006).

O biodiesel é miscivel com o diesel do petréleo em qualquer propor¢do. Em muitos
paises, esta propriedade levou ao uso de mistura bindrias diesel/biodiesel, ao invés de
biodiesel puro.

O metanol é muito empregado para a produgdo de biodiesel porque é geralmente o
alcool de menor custo. No entanto, outros alcoois como o etanol ou o iso-propanol podem ser
empregados para produzir biodiesel de qualidades superiores.

Além de ser totalmente compativel com o diesel de petroleo em praticamente todas as
suas propriedades, o biodiesel ainda apresenta varias vantagens adicionais em comparacdo
com este combustivel fossil:

a) E derivado de matérias-primas renovéveis de ocorréncia natural, reduzindo assim atual
dependéncia sobre os derivados do petroleo e preservando as suas tltimas reservas.

b) E biodegradavel;

¢) Gera redugfio nas principais emissdes presentes nos gases de exaustdo (com excegdo
dos oxidos de nitrogénio, NOy).

d) Possui um alto ponto de fulgor, o que lhe confere manuseio e armazenamento mais

Seguros.

[TRCGIBBLIOTECAIBC |
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€) Apresenta excelente lubricidade, fato que vem ganhando importincia com o advento
do petrodiesel de baixo teor de enxofre, cuja lubricidade ¢ parcialmente perdida
durante o processo de produgdo. A lubricidade ideal deste combustivel pode ser
restaurada através da adigdo de baixos teores de biodiesel.

Alguns dos problemas inerentes ao biodiesel estio ao seu alto custo (que tem sido
compensado em muitos paises por legislagdes especificas, marcos regulatdrios ou subsidios
na forma de isengfo fiscal), ao aumento que causa nas emissdes de NO, nos gases de
exaustio, a sua baixa estabilidade quando exposto ao ar.

A maior razio para que Oleos vegetais e gorduras animais devam ser convertidos em
alquil ésteres ¢ a viscosidade cinematica que, no biodiesel, ¢ muito mais proxima daquela do
diesel de petroleo. A alta viscosidade de matérias graxas nfo transesterificadas conduz a
sérios problemas operacionais nos motores dieseis, tais como a ocorréncia de depdsitos em
varias partes do motor (KNOTHE, 2006).

Os dleos vegetais apresentam uma excelente qualidade de injecdo expressada pelo
nimero de cetano e muitas outras propriedades sio igualmente importantes para demonstrar a
adequag@o do biodiesel como combustivel alternativo. O calor de combustio, o ponto de
fluidez, a viscosidade {cinematica), a estabilidade a oxidagéo e a lubricidade figuram entre as

mais importantes dentre estas propriedades (KNOTHE, 2006).

3.9 TECNOLOGIAS PARA PRODUCAO DE BIODIESEL

Os dleos vegetais € as gorduras animais in natura apresentam os indices de fluidez e
viscosidade superiores ao diesel derivado do petréleo. Devido a estas caracteristicas estes Oleos e
gorduras in natura ndo sio apropriados para utilizagio de motores de combustio a diesel
convencional, ja que podem causar problemas adversos como entupimentos e decaimento no ponto
de ignigdo. Assim sendo, estas matérias- primas s3o transformadas em biodiesel. O biodiesel pode
ser obtido por diferentes processos tais como o craqueamento, o hidrocraqueamento, a
esterificagdo, e a transesterificacfio, sendo este ultimo o processo mais conhecido e utilizado nos
dias atuais (PARENTE, 2003; CARTONI, 2009; SOARES, 2010).

A transesterificagio pode ocorrer através de diferentes processos, tais como: a
transesterificagfio acida, alcalina, enzimatica, em solvente supercritico e in situ. A transesterificagio

consiste basicamente de uma reagiio reversivel onde os triglicerideos do 6leo ou gordura (vegetal
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ou animal) reagem com um alcool de cadeia curta como o metanol ou etanol, em geral na presenga
de um catalisador, favorecendo a formacéo de ésteres (metilicos ou etilicos) de 4cidos graxos e
gerando como subproduto a glicerina. Esta reagdio ocorre em trés etapas, como apresentado na
Figura 15, primeiramente, as moléculas de triglicerideos sdo transformadas em diglicerideos, em
seguida em monoglicerideos e, por ultimo, em glicerol (CARTONI, 2009; SOARES, 2010). A
producdo de biodiesel através da transesterificagio alcalina é o meio mais utilizado
industrialmente. Esta preferencia se deve as razdes econdmicas, 0 menor tempo de rea¢do e aos
melhores rendimentos obtidos comparados a transesterificagio acida. Em relagio ao 4lcool,
mundialmente, 0 metanol € mais utilizado do que o etanol, devido & sua maior disponibilidade, aos
custos mais baixos e a maior conversdo dos triglicerideos em biodiesel (SOARES, 2010).

Figura 15- Reagdo de transesterificagdo de Triglicerideos — 4: reagfio simplificada, B: Transesterificagio
com etapas intermediarias. Onde: R1, R2 e R3 representam radicais de hidrocarbonetos saturados ou
insaturados e R4 representa o radical Metil ou Etil.
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Fonte: Soares (2010)
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A presente pesquisa foi desenvolvida em duas etapas:

Etapa 1: Escala laboratorial,

Etapa 2: Escala piloto em lagoas Raceway

A Figura 16 apresenta todas as etapas desenvolvidas durante o desenvolvimento desta

pesquisa.

Figura 16 — Fluxograma das sequéncias dos procedimentos experimentais em etapas
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A etapal foi realizada no Laboratério de Referéncia em Dessalinizagdo (LABDES) da
Unidade Académica de Engenharia Quimica da (UAEQ) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG) da cidade de Campina Grande, Estado da Paraiba e no Laboratério de
Biotecnologia Alimentar (BIOTEC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)

localizado na cidade de Florianopolis, Estado de Santa Catarina.
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A etapa 2 foi desenvolvida na comunidade de Urugu que esta localizada no semiérido do
Estado da Paraiba, na regifio sudoeste do municipio de Sao Jodio do Cariri, situado na Mesorregido
da Borborema, na microrregido do Cariri Oriental a aproximadamente, 210 km da capital Jodo
Pessoa.

A etapa lobjetivou definir a melhor cepa entre as Chlorella vulgaris e Chlorella sp ¢ as
melhores condi¢des de cultivo em meio BBM modificado com adi¢éio de concentrado oriundo da
dessalinizacio de Aguas salobras via osmose inversa. Os cultivos foram desenvolvidos em
fotobireatores de 200mL de vidro e fotobioreatores de fibra de vidro de 501..

Na segunda etapa foi realizada em escala piloto em duas lagoas Raceway com capacidade
volumétrica de 4000L cada, onde foram implantados os melhores resultados em termos de

produtividade de biomassa e lipidica obtidos na primeira etapa experimental.

4.1 PRIMEIRA ETAPA : ESCALA DE LABORATORIO (CULTIVO DAS MICROALGAS
CHLORELLA VULGARIS E CHLORELLA SP)

A Chlorella vulgaris foi a primeira cepa utilizada no LABDES/UFCG, que foi
cultivada inicialmente no Laboratério de Biotecnologia Alimentar (BIOTEC), esta cepa foi
fornecida pela Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Apds estudos preliminares de
cultivo no BIOTEC, a cepa foi conservada em meio solido e enviada para o LABDES/UFCG
para iniciar os estudos de cultivo com formulacdo diferenciada do meio de cultura por adicdo
do concentrado. Também foram estudadas mais duas outras cepas, coletadas nos tanques de
criagio de peixes localizados na comunidade de Urugu do municipio de Sao do Cariri, os
quais foram desenvolvidos com o uso do concentrado proveniente da dessalinizagdo de aguas
salobras. A cepa Chlorella sp (TU1), foi coletada no tanque 1 dos peixes e a outra cepa
definida como Chlorella sp (TU3) coletada no tanque de peixe 3. Todas estas espécies foram
avaliadas em termos de crescimento celular e produgdo lipidica, para definir a cepa que
melhor se adaptava as condi¢des de cultivo em lagoas raceway. A Figura 17 mostra a

fotomicrografia das cepas Chlorella vulgaris e Chlorella sp utilizadas em todo este estudo.
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Figura 17 — Fotomicrografia da Chlorella vulgaris(A) e Chlorella sp (B) utilizadas nos cultivos no

LABDES — Aumento 400X

Fonte: LABDES (2011)

4.1.1 Meio de cultura

O meio sintético utilizado para o cultivo da Chlorella sp e Chlorella vulgaris foi
Bold’s Basal Medium (BBM) que ¢ o recomendado pelo Centro de Cultura de Algas e
Protozoérios de Cambridge (CCAP). A partir das culturas mantidas em meio s6lido em tubos
de ensaios, foram desenvolvidas novas culturas em Bold’s Basal Medium (BBM), iniciando o

cultivo em Erlenmeyers de 250 mL, que correspondeu ao inicio da primeira etapa laboratorial.

4.1.2 Condicdes de cultivo nas duas fases laboratoriais

Todos os cultivos em fotobioreatores foram realizados no cepério localizado no
LABDES como mostra a Figura 18 onde foi mantido todas as aclimatiza¢des quimicas e
fisicas. O qual era constituido por uma sala de 5m?, aclimatizado por um condicionador de ar,
com paredes de cor clara, com prateleiras dispostas, a fim de acomodar os reatores com os
cultivos e foram fixadas lampadas fluorescentes dispostas paralelamente, com a finalidade de
iluminar os reatores de cultura. Os materiais utilizados neste setor foram previamente
esterilizados por meio de autoclavagem a vapor, além de manter a circulagio restrita de

pessoas que manipulam as culturas para evitar contaminagéo do cultivo.
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Figura 18 — Cepario para cultivo das microalgas localizado LABDES-UFCG

Fonte: LABDES (2010)

As aclimatagdes quimicas foram realizadas com a inoculag@o do cultivo no meio de
cultura BBM e mantendo o pH do meio em 6,6. As condigdes fisicas mantidas nos
experimentos foram: temperatura em 26°C+ 2, agitagdo por injecdo continua de ar e
iluminag@o de 4klux provenientes de lampadas fluorescentes de 40W com fotoperiodo de 12
horas com o tempo de iluminagdo mantido por um controlador de tempo automatico

Os repiques das culturas algais eram executados na sua fase de crescimento méximo
que corresponde o inicio da fase estacionaria, sendo transferidas posteriormente para frascos
com aeragdo apropriada de 2000mL (unidades experimentais), onde foi realizada a variagéo
do meio de cultura modificando as condi¢des de cultivo através da adi¢cdo do concentrado
proveniente do dessalinizador, em concentragdes crescentes de sais, foi estudado diversas
concentragdes, com a variacdo de 10% a 45% de concentrado adicionado ao meio de cultura.
A Figura 19 representa o cultivo de Chlorella vulgaris e biorreatores de 500mL. Nas

condig¢des descritas acima.
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Figura 19 — Cultivo de Chlorella vulgaris em escala laboratorial em fotobioreatores de 2L em cepério

climatizado

Sistema de aeragdo por
compressor de pequeno

Lampadas fluorescentes de
40w com fotoperiodo de 12

Fonte: LABDES (2010)

Cultivo em meio sélido em
tubos de ensaios fornecido
pela UFSC

Na segunda fase laboratorial, iniciou-se o cultivo em fotobioreatores construidos em

fibra de vidro com capacidade volumétrica de 50L como mostra a Figura 20. Os experimentos

desenvolvidos nos fotobioreatores foram realizados sob as mesmas condig¢des de temperatura,

iluminagé@o e aerag@o efetuadas nos experimentos da primeira etapa, com fotoperiodo de 12

horas e tempo de cultivo variando de 6 a 13 dias, mantendo as demais aclimata¢des quimicas

para avaliar o crescimento da microalga em escala semi-piloto.

O indculo da Chlorella vulgaris sempre foi iniciado na propor¢do de 1:100, com

intuito de iniciar o experimento com a de no minimo a populagio de 10°cel.mL™ da Chlorella

vulgaris e Chlorella sp. Apds o cultivo atingir a fase estacionéria que correspondia a uma

populagio de 107 cel.mL™, o experimento era finalizado. Dando inicio a separagio da

biomassa, conforme sera descrito no item 4.1.3.
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Figura 20 — Cultivo de Chlorella vulgaris em escala laboratorial nos fotobioreatores de fibra de vidro
de 50L

Iluminagao com lampada Bomba de acragdo

fluorescente de 40w

Fotobioreator de fibra de
vidro - 50 L

Aeragdo ascendente

Fonte: LABDES (2010)

4.1.3 Estudo do crescimento celular da Chlorella vulgaris e Chlorella sp

O crescimento microalgal pode ser estimado pelo emprego de determinados
pardmetros, dentre os quais merecem destaques a densidade celular, a velocidade (taxa) de

crescimento e o tempo de cultivo.

4.1.3.1 Determinagdo da densidade celular: contagem de células em cdmara de Neubauer

A densidade celular da biomassa cultivada em laboratério e escala piloto foi
determinada diariamente através da microscopia optica com aumento de 400x por contagem
de células em camara de Neubauer de acordo com o protocolo de Vega e Voltolina (2007). A
densidade celular foi expressa em nimero de células por mililitro de cultivo (células.mL™).
Com os dados experimentais de densidade celular, foram elaborados graficos que representam
as curva de crescimentos da espécie em estudo, nos quais, plotou-se no eixo da ordenada o

ntmero de células.mL™ e no eixo da abcissa o tempo de cultivo em dia.
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4.1.3.2 Tempo de cultivo

O tempo de cultivo foi definido como o nimero de dias passados desde o inicio da
inoculagdo que corresponde ao inicio da fase lag, periodo em que as células estio se
adaptando ao meio até atingir o inicio da fase estaciondria na qual é alcangado o ntimero

maximo da densidade celular. O tempo de cultivo foi expresso em dias.

4.1.3.3 Produtividade celular

A produtividade da biomassa cultivada em laboratorio e escala piloto, foi realizada em
triplicata no inicio e fim do cultivo. Para este fim, foi utilizado membranas de acetato de
celulose de porosidade de 0,45um, ap6s filtragiio a vacuo da amostra contendo a biomassa de
Chlorella vulgaris ou Chlorella sp, realizando a secagem em estufa na temperatura de

secagem a 60°C até atingir peso constante ¢ posterior pesagem da biomassa seca.

4.1.4 Separacio ¢ coleta da biomassa

A separagdio e a coleta da biomassa cultivada em laboratério foram realizadas por
meios de Vartos processos:

1. Processo de sedimentagdo gravitacional natural;

2. Processo por meio de coagulagfio e floculagdo com sais metalicos hidrolisdveis, com
adi¢do de polimeros como auxiliar da coagulagiio. Dentre os produtos quimicos
utilizados foram: Sulfato de aluminio com polieletr6lito ndo idnico, tanino (Tanfloc)
com polieletrolito ndo idnico e hidroxicloreto de aluminio, todos esses produtos foram
fornecidos gentilmente pela Companhia Pernambucana de Saneamento com excegdo
do Tanfloc que foi cedido gentilmente pela Empresa Tanac S.A. - Unidade de taninos,
Montenegro, Rio Grande do Sul as dosagens utilizadas foram de 10 mg.L! de

coagulantes e 0,2 mg.L"! de polimero.
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Sistema de separagdo por membranas de microfiltragdo de geometria cilindrica do tipo
fibra oca de comprimento de util de 420 mm, didmetro externo de 50mm com area.de
filtragdo de 0,5m” como mostra na Figura 21. O médulo de microfiltrago utilizado ¢
alimentado lateralmente fabricado pela PAM Membranas Seletivas Ltda .

Figura 21 — Sistema de sepamgio de blomassa por membranas de microfiltragdo
= . ] ‘\“\s\hb\. i

Meio de cultivo | =
e concentrado o

%

%

Tanque de permeado sem
Alimentagio da o . células
Membrana :

Fonte: LABDES(2011)

4.1.5 Secagem da biomassa

A secagem da biomassa produzida em laboratério foi efetuada por meio de estufa de secagem

com circulagdo de ar a + 60°C para obteng@o da biomassa seca sem alteragdo bioquimica da

mesma.
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4.1.6 Caracteristicas fisico — quimicas do concentrado do dessalinizador de osmose
inversa

As amostras de concentrado foram provenientes do dessalinizador de osmose inversa
(Figura 22) compostos por trés modulos de membranas dispostos paralelamente contendo cada
modulo trés membranas de osmose inversa, tipo TW30 4040, com capacidade de produgio de
2000L de agua potavel para comunidade de Urugu Distrito do municipio de Séo Jodo do Cariri e
com produgio de 2000L.

O concentrado produzido na referida localidade era utilizado para cultivo de microalgas,
para produgfo de culturas hidropdnicas e pisciculturas. A dgua subterrdnea proveniente do pogo
tubular de 100 mm de didmetro com profundidade de 27 metros, composto de uma bomba
submersa de 1,50 CV; aducio de PVC 40 mm que liga o pogo ao tanque de alimenta¢do do
dessalinizador. O perfil fisico-quimico da agua subterranea e do concentrado encontra-se no anexo
1. As anélises fisico-quimicas foram realizadas no LABDES/UFCG seguindo as metodologias
analiticas descridas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

A agua subterrdnea que alimentava o sistema de dessalinizag¢do apresentou elevada
salinidade, com a concentragio de cloretos de 720,7 mg.L™" que de acordo com a Portaria de
potabilidade n°® 2914/2011 do Ministério da Saide, estabelece que o padrio maximo para
cloretos seja de 250 mg.L™. Por isso, foi preciso efetuar a dessalinizagdo da 4gua em questéo,
produzindo desta forma um concentrado com o total de cloretos de 1.418,2 mg.L™, conforme

consta no laudo das analises fisico-quimicas no Anexo A.

Figura 22 - Sistema de dessalinizag@o por osmose Inversa da comunidade de Urugu

Fonte: LABDES(2011)

[URCG/BIBLIOTECAIRC |
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4.2 SEGUNDA FASE: DESENVOLVIMENTO DAS ATIVIDADES PILOTO

Esta etapa foi constituida do cultivo da Chlorella vulgaris em tanques raceway nas
melhores condig¢des de cultivo obtidas na primeira fase desse estudo. Nesta fase objetivou-se
principalmente avaliar se as condi¢des a céu aberto mantinham-se 0 mesmo desenvolvimento
da espécie em questdio obtidas em laboratério e se as condi¢bes ambientais naturais
favoreciam a produgdo de Chlorella vulgaris bem como a geragdo de lipidios visando a

obtengdo de biodiesel.

4.2.1 Construcio do tanque “raceway”

Foram construidos dois tanques em alvenaria com as seguintes dimensdes 5,0 metros
de largura com 40 metros de comprimento ¢ uma profundidade de 0,50 metros totalizando
200 m’ e capacidade total de 100m> sendo que os experimentos foram desenvolvidos em
diferentes profundidades (20, 30 e 40 cm) visando a otimiza¢do do aproveitamento da
luminosidade. A Figura 23 mostra o layout do tanque. A agitagdo do tanque foi mantida

constante durante todo o cultivo.

Figura 23 — Layout do tanque raceway
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Fonte: BIOTEC (2011)
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4.2.2 Cultivo nos tanques pilotos raceway

Inicialmente foi desenvolvido o inéculo em fotobioreatores (Figuras 24 e 25)
construidos em fibra de vidro de 120L, mantendo aeragfo por inje¢do continua de ar, a
temperatura ambiente no meio que variou de 16°C a 34°C e iluminagdo natural que obteve
valores entre 4klux a 14klux, o cultivo foi alimentado na fase exponencial em batelada com o
meio de cultura, para evitar dilui¢do excessiva do cultivo e favorecer a contaminagfio, ap6s
atingir o volume maximo em cada fotobioreator o cultivo foi mantido nas condi¢des de
aclimatizagdes até atingir a fase de maximo crescimento, ou seja, quando alcancava a
populaggo de 107 cél.mL™' iniciava-se a inoculagfo nos tanques raceway.

Figura.24-— Fotobioreatores de 120L com cultivo de Chl.

Fonte: LABDES (2011) |

Figura 25. — Fotobioreatores de 120L com cultivo de Chlorella vulgaris no volume maximo para
inoculagéo

Fonte: LABDES(2011)
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O meio de cultura Bold’s Basal Medium (BBM) foi preparado sem a adi¢do de
concentrado proveniente do dessalinizador e efetuou-se o bombeamento do mesmo para os
tanques raceway como mostra a Figura 26 adicionando o indculo da Chlorella vulgaris na

populagdo de 107 cél.mL™" no total de 200L para 2000L do meio de cultura.

Figura 26 - Tanque raceway com 2000L de meio de cultura BBM

Fonte: LABDES (2011)

A Figura 27 mostra o inicio do cultivo em tanque raceway ja inoculado. Foram
executados os mesmos procedimentos de aclimatagGes em termos de agitagdo e condic¢des
nutricionais realizados em escala de bancada. Apo6s a dilui¢do o numero de células nos
tanques raceway passou a ser de 10°cel.mL™.

Todas as inoculagdes iniciais foram realizadas no periodo de menor insolagdo que
corresponderia ao da final da tarde, para evitar a foto-oxidagio das células. Todos os dias no
periodo da manhd efetuava-se a contagem de células, medi¢do de pH, temperatura e
luminancia, para avaliar o crescimento celular e verificar possiveis contamina¢des. No
momento que a populagdo atingiu 107cel. mL™, completava-se o volume do tanque para
3500L com o meio de cultura Bold’s Basal Medium (BBM) esperando o crescimento do
cultivo atingir o inicio da fase estaciondria, em seguida foi realizada a separagio, coleta e

secagem da biomassa.
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Figura 27- Tanque raceway com 2000L de meio de cultura BBM e 200L de inéculo

Fonte: LABDES (2011)
4.2.3 Separacio gravitacional e coleta da biomassa

A separagdo da biomassa foi incialmente efetuada por sedimentagéo, quando o cultivo
atingia a populagdo de 107 cel.mL" que correspondia ao inicio da fase estacionaria. Assim,
todo o cultivo foi bombeado para um sedimentador confeccionado em fibra de vidro de
capacidade volumétrica de 3000L, conforme mostra a Figura 28.

Para proporcionar uma melhor decantagdo da biomassa foi adicionado o coagulante
organico TANFLOC juntamente com um auxiliar da coagulagdo para este fim foi usado o
polieletrélito ndio idnico com as respectivas concentragdes 10mg.L' e 0,2mg.L™". O polimero
foi adicionado para favorecer a formagdo de pontes quimicas e tornar o floco das células mais
denso, aglomerando assim um maior nimero de células para facilitar a deposi¢do da
biomassa. Apds a sedimentagdo, que correspondeu a um periodo de aproximadamente 12
horas foi efetuado em seguida a coleta da biomassa concentrada e transferida para as peneiras

confeccionadas com tela de baixa porosidade capazes de reterem as células.
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Figura 28 — Sedimentador em fibra de vidro de 3000L da biomassa apds cultivo em fibra de vidro

BN

Fonte: LABDES (2011)

4.2.3.1 Secagem da biomassa separada por sedimentac¢io

A secagem da biomassa foi efetuada em estufa com temperaturas entre 45° e 50° C,
apos a secagem foi efetuado a remog@o da biomassa, pesou-a para determinacio da
produtividade e a concentragdo da biomassa. ApOs estes procedimentos as amostras foram
encaminhadas para o Laboratdrio de Biotecnologia Alimentar (BIOTEC) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) para determinagio da composi¢do quimica e perfil de
acidos graxos. A Figura 29 mostra a biomassa seca obtida apos cultivo em tanques raceway

em meio BBM.
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Figura 29- Biomassa seca da Chlorella vulgaris em cultivo raceway

4.2.4 Separaciio por membranas e coleta da biomassa

Para separa¢do da biomassa por membrana de osmose foi utilizado um sistema de
membrana com vazio de 250L.h™" tipo BW304040, marca Filmtec com bomba de 1 CV de
seis estagios. O meio do cultivo foi bombeado e permeado gerando duas correntes de fluidos
ap0s passar pelo sistema de membranas, uma contendo 4dgua e alguns sais que retornava para
o tanque de cultivo raceway e a outra corrente contendo o concentrado de células e alguns
sais que retornava para o tanque sedimentador que j4 continha o cultivo, o qual era permeado

até atingir o ponto maximo de saturagdo da membrana, como mostra a Figura 30.



Tanque com o cultivo de
Chlorella vulgaris

Concentrado de
biomassa

Bomba de alta
pressdo

Permeado sem
Chlorella vulgaris

Fonte: LABDES(2011)

4.2.5 Secagem da biomassa separada por processo de membranas

mostra a Figura 31.

Figura 31 — Secagem da biomassa ap0s separagdo por membranas

12

Fonte: LABDES(2011)
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A secagem foi efetuada transferindo o concentrado obtido da separagdo por
membranas em um tanque retangular de alvenaria localizado em uma estufa aclimatizada a

50°C, o mesmo foi coberto com pléstico para facilitar a remogdo apés a secagem, conforme
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4.2.6 Determinagdio da composi¢io quimica e perfil de dcido graxo da biomassa seca

As andlises de perfil de 4cidos graxos e composi¢io quimica da biomassa seca foram
realizadas pelo Laboratorio de Fisico-quimica (LABCAL) do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos — CAL, da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC em
Florianépolis, Santa Catarina. Para determinag¢io da umidade, substincias volateis, residuos

minerais fixos foram efetuadas as metodologias classicas de andlises fisico-quimicas.

4.2.6.1 Quantificagfio de lipidios totais e perfil de acidos graxos

O teor lipidico total da amostra foi determinado de acordo com o método de extra¢io
com solvente orginico em extrator continuo do tipo Soxhlet (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS -AOAC, 2005). As amostras trituradas foram submetidas a
extragdo da fracdo lipidica por solvente orginico (cloroférmio 2: metanol 1), em extrator
continuo de Soxhlet. Os residuos lipidicos, juntamente aos solventes, foram entdio submetidos
a tratamento em sistema evaporador rotativo a vacuo, para eliminagio destes ultimos. O valor
de massa de lipidios foi calculado com base de diferenga de peso do baldo de fundo redondo,
antes ¢ depois do procedimento.

A partir do extrato obtido na determinacio dos lipidios totais, foi realizada a
esterificacdio dos acidos graxos conforme procedimento desenvolvido por Hartman ¢ Lago
(1973). Os metil ésteres dos acidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa com
detector de ionizac¢do de chama, coluna capilar RESTEK com 105 m de comprimento ¢ 0,25
mm de didmetro interno com filme de fase estacionéria de 0,25 um de espessura contendo
10% de cyanopropylphenil e 90 % de biscyanopropylsiloxane. As condigbes operacionais a
serem programadas: temperatura inicial da coluna de 140°C por 5 minutos, aumentando até
240°C a uma taxa 2,5°C por minuto, permanecendo ao final por 15 minutos. O detector ficou
isotérmico a 260°C e o injetor a 260 °C splitless. Os acidos graxos foram identificados por
cromatografia gasosa (MODELO CG-2014 SHIMADZU) através do software GC solution
em comparagio dos tempos de retengiio com padrio (Sigma), padrio de C4 a C24
(SUPELCO).
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4.2.6.2 Proteinas totais

O teor proteico total na biomassa seca foi determinado pelo classico método de
Kjedahl, adotando-se o fator de 6,38 para conversdo a partir dos teores de nitrogénio total
(AOAC, 2005). As amostras desengorduradas, provenientes da etapa de lipidios, foram
trituradas novamente e submetidas a aquecimento intenso, na presenga de acido sulftrico
(H>S04) padrdo analitico e catalisador. Tal procedimento promove a destrui¢do da matéria
organica e formacdo de nitrogénio inorgénico, na forma de sulfato de aménia (NH4),SO,4. A
alcalinizagdo deste residuo, durante uma etapa de destilagdo do nitrogénio, promove a
conversdo do sal em amoénia, recolhida em solugdo saturada de acido bérico (HBO;) A
titulagdo desta solu¢do com 4cido cloridrico (HCI 0,20 N) padrido permite a determinagdo da
concentragdo de nitrogénio da amostra utilizada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este estudo inédito centra-se no aproveitamento do concentrado de elevado teor de
sais oriundo de sistema de dessalinizag@o via osmose inversa para o desenvolvimento das
microalgas Chlorella vulgaris € Chlorella sp cultivadas em fotobioreatores de escala de
bancada e lagoas raceway para escala piloto visando estudar a viabilidade para obtengdo de
biodiesel.

Os parametros analisados foram a densidade celular com intuito de estudar o
crescimento celular em funcdo das diferentes formulagdes do meio de cultura modificadas
com adi¢do do concentrado. Para cada experimento foram plotados quatro curvas, pois
diariamente se realizava a contagem de células em triplicada, a quarta curva corresponde as
médias geométricas dos trés resultados obtidos diariamente com a contagem de células para
cada amostra.

Para cada modificagdo quimica no meio de cultura com adi¢do do concentrado foi
estudado a varia¢do na composigdo quimica e o perfil de acido graxo da biomassa seca, como
também a produtividade da mesma.

Durante este estudo também procurou-se melhorar a eficiéncia na separagdo das
microalgas do meio de cultivo por meio do uso de membranas de microfiltragdo e osmose
inversa, visando obter um maior concentrado de biomassa e com uma possivel reducdo dos
custos frente aos processos convencionais utilizados para separar as microalgas como spray
dryer ou centrifuga¢do. De acordo com Mata et al, (2010), os custos com separagdo das

microalgas podem contribuir com até 30% do custo total de produgdo de biomassa.

5.1 CULTIVO EM ESCALA DE LABORATORIO E PILOTO

Observando o comportamento temporal do crescimento da Chlorella vulgaris (Cepa
FURG) como ilustrado na Figura 32, foi verificado que o cultivo iniciou-se a fase estacionaria
quando atingiu a populagdio 107 cel.mL™” que correspondeu a um tempo de cultivo de 4 dias,

obtendo ao fim do cultivo um nitmero méximo de células de 5,9x10"cel.mL™.
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Figura 32 - Cultivo de Chlorella vulgaris em 100% de BBM sem adigdo de concentrado em reatores de
2000mL
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Neste experimento foi realizado o cultivo sem adi¢@io do concentrado apenas o meio de
cultura BBM utilizando Erlenmeyers de 2000mL como fotobioreatores, mantendo as
aclimatagdes ideais conforme descrito no procedimento experimental.

Santos et al, (2010), estudaram o crescimento da Chlorella vulgaris em meio de
cultura Conway modificado com fotoperiodo de 12 horas em fotobioreatores de vidro de
250mL com intensidade luminosa de 4000lux, obtiveram a densidade maxima celular no
oitavo dia cultivo de 2,5 x10” cel.mL", analisando a Figura 32 observa-se que no oitavo dia
do experimento realizado no LABDES foi obtido o niimero de células de 2,0 x107 cel.mL™
equivalente ao obtido por Santos et al,( 2010). Porém, estes autores alcangaram resultados
melhores quando trabalharam com fotoperiodo integral atingindo o numero maximo de
células no nono dia de cultivo com um valor de 9,43x 107 cel.mL™. Valor este superior a
todos os valores que foram obtidos durante o presente estudo. Porém, a justificativa para nio
utilizar o fotoperiodo integral neste trabalho se deve ao fato que tinha que simular as mesmas
condi¢des ambientais do campo, uma vez que o intuito era efetuar o cultivo a céu aberto,

impossibilitando assim impor um fotoperiodo integral.
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O estudo do crescimento da Chlorella vulgaris em fotobioreatores de S50L, pode ser
observado na Figura 33, cultivando a Chlorella vulgaris com o mesmo meio de cultivo utilizado

anteriormente.

Figura 33- Cultivo de Chlorella vulgaris em 100% de BBM sem adicdo de concentrado em fotobioreatores
de 50L
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Portanto, com a Figura 33 percebe-se que o crescimento celular apresentou um pequeno
decréscimo com relagfio ao experimento realizado em reatores de 2000mL, pois, a fase estacionaria
foi atingida com 5 dias de cultivo, isso pode ser explicado devido a luminosidade nos
fotobioreatores ndo ter a mesma intensidade, uma vez que a parede do reator confeccionado em
fibra de vidro diminui a ilumina¢fo interna minimizando a realiza¢do da fotossintese. Nesta
situagfio o ntimero méximo de células obtidas foi de 2,7x10” cel.mL™ .

A produtividade obtida nos fotobioreatores foi de 0,095gL.”.dia” com uma concentragio
média de biomassa de 0,3792g.L", verifica-se que estes valores foram menores que os resultados
obtidos por Rodolfi et al. ( 2009), que obtiveram uma produtividade de 0,17 gL.™ .dia™. Isto se deve
em razio da a dificuldade obtida na separagio da biomassa, pois, durante a sedimentagdo ndo
ocorreu total decantagéo das células floculadas devido sua natureza coloidal de baixa velocidade de
sedimentacdo.
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A curva de crescimento de um outro tipo de cepa a Chlorella sp (cepa TU1) ilustrada na
Figura 34 , observa-se que néo apresentou um crescimento tdo adequado quanto da Chlorella

vulgaris (cepa FURG), ja que o numero de células obtidos no inicio da fase estacionaria foi menor.

Figura 34 - Cultivo de Chlorella sp (cepa TU1) em 100% de BBM em reatores de 2000mL sem adigio de

concentrado
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Na Figura 35 pode observar o desenvolvimento de um outro tipo de cepa de Chlorella sp

(cepa TU3) cultivada nas mesmas aclimatagdes quimicas e fisicas dos experimentos realizados

anteriormente.

Figura 35 - Cultivo de Chlorella sp (cepa TU3) em 100% de BBM em reatores de 2000mL sem adigio de

concentrado
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Como se pode observar que em termos de crescimento esta apresentou uma performance
um pouco superior a Chlorella sp (cepa TU1) e uma densidade celular inferior a Chlorella vulgaris
(cepa FURG), pois, esta tltima atingiu valores de aproximadamente 6,0x 10’celmL’. Além da
melhor performance de crescimento celular, dentro das aclimitagdes quimicas e fisicas impostas, a
Chlorella vulgaris (cepa FURG) foi a que apresentou o menor tempo de cultivo para atingir a fase
estaciondria, ou seja, sua fase log teve uma duragdo de 4 dias, apresentando um crescimento mais
rapido que as demais cepas analisadas.

Assim, optou-se por desenvolver todo o trabalho com a cepa da Chlorella vulgaris (cepa
FURG) que apresentou melhor crescimento celular. Como a cepa sera cultivada sob a condig¢oes
de estresse devido adi¢do de sais para provocar uma maior produgdo de lipidios, sendo ideal
trabalhar com uma cepa com maior resisténcia e maior facilidade de crescimento para suportar as
condi¢des adversas do meio imposta pela alta concentragéo de sais.

Efetuando o cultivo com adicdo de 25% de concentrado ao meio de cultura em
Erlenmeyers de 2000mL, observa-se na Figura 36 que o nimero maximo de células atingidas foi
de 4,7x 10"cel.mL™ e que a partir do quarto dia de cultivo foi atingido a populagio de 107 cel.mL™,
obtendo uma fase log de duragio de 4 dias, que corresponde a0 maximo de crescimento das

células.

Figura 36 - Cultivo de Chlorella vulgaris em reatores de 2000mL com meio de cultura contendo 75% de
BBM e 25% de concentrado
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Observando a Figura 36 verifica-se que as células se adaptaram bem com o aumento de
sais proveniente da parcela adicionada do concentrado, ja que nas condigdes de cultivo com apenas
BBM o niimero méximo de células foi de 5,9x107 cel.mL™ e com fase log com duragfio de quatro
dias também. Percebendo assim, que houve uma pequena reducfo no crescimento das células com
o aumento de sais 0 que corrabora com a hip6tese de aproveitamento do rejeito proveniente do
concentrado para o desenvolvimento de microalgas evitando desta forma que o mesmo seja
langado inadequadamente ao solo, conforme relatado por Jordan et al. (2009).

A seguir s@o apresentadas de forma sequencial as Figuras de 37 a 43, as quais representam

o crescimento celular com diversos teores de concentrado nos fotobioreatores de S0L.

Figura 37 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 90% de BBM e
10% de concentrado
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Figura 38 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 80% de BBM e

20% de concentrado

1

células.mL

1,E+8

LEY

1,E+5

{ NS T T O W T A VO I W

—&— Rep1
—&— Rep2
@ Rep3
Xcelulas

T L T T

0 4 8 12
Tempo (dia)

Figura 39 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 75% de BBM e

25% de concentrado
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Figura 40 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 70% de BBM e
30% de concentrado
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Figura 41 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 65% de BBM e
35% de concentrado

1,E+8 3
< 1,E+7T
- ]
£ ]
@ |
A
=
.81,E+6 3
z -
1 — Xcelulas
1,E+5 - .

0 2 4 6 8
Tempo (dia)

[UTCG/BIBLIOTECAIRC |



108

Figura 42 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 60% de BBM e

40% de concentrado
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Figura 43 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobioreatores com meio de cultura contendo 55% de BBM e

45% de concentrado
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Portanto, observando-se as Figuras 37,38,39, 40, 41, 42, 43, verifica-se que a medida que
aumenta a concentragio de sais o cultivo apresenta dificuldade em atingir a populacio del(’
cel.mL”, iniciando a fase de declinio mais rapidamente, permanecendo pouco tempo na fase log,
este fato ¢ observado mais claramente na Figura 40 que representa um teor de 30% de concentrado
e 70% de BBM, na qual nfo atingiu o niimero de células de 107 cel.mL™, outro fato que pode ter
contribuido para esta dificuldade de crescimento pode ser explicado em razio de ter iniciado o
inéculo com uma populagio baixa de 2,7 x 10°.mL", provocando um maior estresse as células que
pode ter dificultado na adaptagfio das células ao meio.

A partir do estudo com teor de 30% de concentrado foi iniciado o indculo com uma
populagfio superior aos procedimentos realizados com teores de concentrao de 10, 20, 25 ¢ 30%
com intuito de nZo provocar um estresse alto no inicio da fase lag e favorecer uma methor
adaptacéio das células a0 meio, com a finalidade de obter um crescimento maior de células.

No entanto, observou-se que mesmo nessas condi¢gdes de maior nimero de células na
inoculagdo, ainda houve uma dificuldade no crescimento, devido ao aumento no teor de sais, pois,
o ntmero méaximo de células que se obteve foi de 1,6 x107 cel.mL' e se atingiu a partir do sexto
dia de cultivo, que indicou o inicio da fase estacionaria, mostrando assim a dificuldade que as
células possuem em se adapatarem ao meio com alta salidade (Figura 40).

Para o estudo com 40% ¢ 45% de concentrado adicionado ao meio de cultura, o nimero
méximo de células obtido foi de 1,1x107 cel.mL™ e 1,3x10” cel.mL’ respectivamente apds nove
dias de cultivo, corraborando com a asssertiva que quanto maior o teor de sais maior € a
dificuldade de adaptacéo das células, consequentemente o tempo de cultivo aumenta para atingir o
ponto maximo de crescimento das células (Figuras 42 a 43), como a populagdo do inéeulo do
estudo com 45% de concentrado foi um pouco maior na ordem de 8,6x10° cel.mL™ enquanto que a
com 40 % de concentrado foi de 7’,7')(105 cel.mL", isto pode explicar o maior numero de células
obtido na concentragio com 45% de concentrado.

Através deste estudo, foi verificado que o teor de concentrado em relagfio ao crescimento
de células que apresentaram melhores resultados esta entre o intervalo de 10% a 25%, conforme
observa-se o crescimento celular nas Figuras 37,38 e 39. Porém, para que ocorra um maior
aproveitamento do concentrado gerado nos sistemas de dessalizagio por osmose inversa e uma
maior redu¢do no custo do cultivo da Chlorella vulgaris, em razio da possivel substitui¢do de sais
essenciais para o crescimento das microalgas em estudo, diminuido assim as concentragdes . dos
sais presentes no meio basico de cultivo da Chlorella vulgaris e Chlorella sp. Logo, para atender
estas condigdes, as concentragdes entre 20 a 25% sfio as mais adequadas para serem implantadas

nos tanques de raceway.
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De acordo com Richter (2009) a condutividade depende da quantidade de matéria ionizavel
presente na agua e, assim, ¢ aproximadamente proporcional a quantidade de solidos dissolvidos
totais (SDT), podendo utilizar a condutividade como estimativa prelimar para determinar os SDT
fazendo a multiplicago da condutividade por um valor constante de 0,65,0btendo desta forma os
SDT, expresso emmg.L" . Assim, foram obtidos os SDT que estdo apresentados na Tabela 09 .

A seguir a Tabela 09 apresenta também a concentragfio da biomassa seca, a produtividade
média da biomassa em base seca, como também a condutividade do rﬁeio do cultivo apds ter
realizado as aclimatagGes quimicas com adigdo de concentrado, bem como o valor estimado do
SDT.

Tabela 09 — Produtividade da biomassa da Chlorella vidgaris em peso seco com variacdio na concentragdo
de sais

Meio de cultura Concentragiio Média da Condutividade SDT
média da Produtividade, em (S.cm™) (mg.L")
biomassa (g.L") | peso seco (g.L”.dia)*

100% BBM 0,3792 0,095 995 646,75

75% BBM + 25% 0,3790 0,095 1622 1054,30

concentrado

70% BBM + 30% 0,40 0,08 1740 1131,00

concentrado

65% BBM + 35% 0,2730 0,0455 2005 1303,25

concentrado

60% BBM + 40% 0,2546 0,037 2100 1365,00

concentrado

55% BBM + 45% 0,2504 0.041 2520 1638,00

concentrado

50% BBM + 50% 0,1898 0,027 2570 1670,50

concentrado

45% BBM + 55% 0,1362 0,019 2880 1872,00

concentrado

* A produtividade foi efetuada com a média de 3 pontos.

Dessa forma, foi verificado que os valores de produtividade e concentragio de biomassa
estdo abaixo da literatura, pois de acordo com Gouveia e Oliveira, 2009, a concentragiio média da
Chlorella vulgaris ¢ de I,Sg.L'l e a produtividade de 0,18g.L", este fato pode ser explicado devido
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a dificuldade encontrada em separar a biomassa do meio de cultivo, pois durante a mesma, havia
uma enorme perda, neste caso a separagdio foi efetuada por meio da floculagao adicionando
hidroxi cloreto de aluminio na dossagem de 8mg.L” e em seguinda aguardava um periodo de 2
horas para promover a sedimentacfio dos flocos, que mesmo com a adi¢io de floculante, nfo se
obtia um floco denso de alta velocidade de sedimentagio capaz de separar eficientemente as
células floculadas do meio liquido. Mas, ¢ importante observar que o rendimento celular passa a
sofrer um decaimento significativo, ap6s adi¢fio de 30% de concentrado, assim a concentragio até
25% ndo compromete a produtividade da microalga Chlorella vulgaris (cepa FURG).

Cabe ressaltar que, todos os experimentos foram finalizados quando se atingia o inicio da
fase estaciondria que neste caso correspondia a populagio méaxima que a cepa era capaz de atingir
de 107 cel.mL™ .

Verifica-se que quando utiliza o teor de 25% de concentrado ao meio de cultura que
corresponde a um STD de 1054,30mg.L", observa-se que a condutividade do meio de cultura
aumenta aproximadamente em 47% em relagao ao meio com apenas BBM, o que significa que a
quantidade de sais eleva-se quase que 50% ao meio de cultivo, mostrando o elevado estresse que as
células ficam submetidas. Por esta razfio, € bastante dificil uma boa adaptagdo das células com
teores de concentrado acima de 25% ao meio de cultura que possivelmente modifica o seu
metabolismo com a diminui¢do na taxa de crescimento e justificando o baixo crescimento celular
para teores superior a 25% de concentrado.

Durante o cultivo da Chorella vulgaris (cepa FURG), uma das maiores dificuldade
encontradas foi em manter o cultivo em desenvolvimento em razdo da facilidade com que a
microalga em estudo apresenta em se contaminar em razZo de se desenvolver em um meio rico em
nutrientes € se desenvolver em pH proximo a neutralidade, caracteristicas estas comum para
muitos micro-organismos , por isso, foram perdidos vérios cultivos. Na Figura 44 pode-se observar
através das curvas de crescimento a dificuldade que a Chlorella vulgaris (cepa FURG) teve em se
desenvolver, devido a competigdo entre as diversas espécies, como por exemplo a cionabactéria
anabena sp presentes no meio de cultivo que foi contaminado. Percebe-se também nesta Figura 44
que a populagio méxima nfo chegou a alcangar o seu crescimento maximo e atingir a densidade
celular de 10’celmL". Durante este estudo verficou-se que as principais contaminagdes foram por

espécies de microalgas como a Anabena sp € Scenedemus sp.
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Figura 44 — Cultivo Chlorella vulgaris em 100% BBM com contaminagio
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Outra contaminagdo muito comum que ocorria era pelo protozoario Paramecium, o qual

estabelece relagdes de simbiose com a Chlorella vulgaris A Figura 45 mostra o cultivo com

contaminagio por Paramecium em meio contendo apenas BBM sem adi¢do de concentrado.

Figura 45— Cultivo Chlorella vulgaris em 100% BBM com contaminagéo
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Observa -se que existe uma dificuldade no crescimento das c€lulas, ja que a populagio

apresentou uma dificuldade em atingir10’ cel.mL e o niimero méximo de células obtido foi de 2,2
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x 10" cel.mL'ap6s o sexto dia de cultivo como ilustrado na Figura 45, este fato pode ser explicado
pela competi¢do dos micro-organismos presentes juntamente com a Chlorella vulgaris, tornando o
meio com maior deficiéncia de nutrientes, impedindo assim um crescimento rapido da Chlorella
vulgaris, que necessita de um meio rico em nutrientes para o seu desenvolvimento.

Na Figura 46 esta apresentando o estudo com o aumento de 50% da concentragio de Fe ao
meio de cultura.

Figura 46— Cultivo da Chlorella vulgaris com aumento em 50% da concentragio de Fe ao meio de cultura
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Observa-se que o cultivo obteve um répido crescimento atingindo a populagiio de 10’
cel.mL™ em quatro dias de cultivo, o propésito desse estudo foi verificar se 0 aumento do Fe
proporciona uma maior produtividade e juntamente com um maior teor de lipidios, pois conforme
a literatura a caréncia de ferro ¢ um dos principais fatores limitantes da produtividade da
biomassa de algas e em alguns componentes bioquimicos, tais como lipidio.

O estudo do Ferro se baseou na pesquisa realizada por Behrenfeld et al. (2006) que
demostraram que o cultivo de microalgas com aumento o ferro tem uma fung¢do chave na
regulacdo da biomassa do fitoplancton e que a deficiéncia do ferro € um dos principais fatores
limitantes da produtividade da biomassa de algas e em alguns componentes bioquimicos, tais
como lipidio e de fato foi comprovado que o acréscimo de ferro melhora no desenvolvimento
da microalga especificamente da Chlorella vulgaris.

A Figura 47 mostra o estudo de estresse imposto a célula por meio da redugfo de nitrato no

meio de cultivo das microalgas.
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Figura 47 — Cultivo da Chlorella vulgaris com redugdo de 50% na concentragdo de nitrato a0 meio de
cultura BBM
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Este estudo objetivou obter uma maior concentragdo de lipidios pois de acordo com AL
ILLMAN, 2000; SPOLAORE et al., 2006, o estresse com diminui¢do de nitrato favorece um
aumento de lipidios na biomassa.

No entanto, essa condi¢do adversa ao meio de cultivo proveniente da redugdo do
nitrato altera o metabolismo microalgal, direcionando os processos metabdlicos para a
produgdo de lipidios de reserva para preparar a célula para um periodo de caréncia nutricional.
Porém, a produtividade obtida por meio dessa limitagdo de nitrato foi extremamente baixa,
além de proporcionar uma dificil adaptagfio das células ao meio, pois o referido cultivo s6
atingiu o maximo de cé€lulas na fase exponencial com 12 dias de cultivo.

A Figura 48 mostra o estudo de clorofila-a com diversas aclimata¢des quimicas, desde o
cultivo com 100% de BBM, como também com adigdo do concentrado, nas propor¢des de 25% e
30% de concentrado.

[ RIRTIOTECAIRC
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Figura 48— Variagdo clorofila-a para o cultivo de Chlorella vulgaris com diferentes teores de concentrado
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Verifica-se que com 25% de concentrado e 75% de BBM foi obtido o maior valor de
clorofila-a que foi de 4431,17um.L". Este fato pode ser justificado devido o aumento de
determinado sais presentes no concentrado, principalmente os sais de magnésio, que favorecem na
realizagdo da fotossintese sem inibir o crescimento da microalga pelo excessso de magnésio.

Conforme afirma Lourengo (2006) que o magnésio € o elemento essencial para as
microalgas por ser constituinte da molécula da clorofila. Além do magnésio ser um cofator de
vérias enzimas que participa na ativa¢@o das enzimas glicoliticas, estimulando a sintese de acidos
graxos essenciais e ainda regula os niveis i6nicos celulares.

Em concentragdo acima de 25% de concentrado como percebido em estudos anteriores
inicia-se uma redugfo no crescimento das células e este fato pode também ser comprovado pela
diminui¢o do teor de clorofila-a durante o cultivo com 30% de concentrado como se pode
observar na Figura 40.

A Tabela 10 apresenta os estudos com diversas aclimatagdes quimicas com a finalidade de
se obter uma maior concentragdo de biomassa e produtividade associado a um melhor perfil de

lipidios.
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Tabela 10 —Avaliagio do desenvolvimento das microalgas para diferentes aclimatagdes

Aclimatizagéo Concentragio | Produtividade Tempo de Clorofila
Meédia da (g.Lldia™) cultivo até (gL
biomassa seca atingir a fase Inicio Final
(g.L'l)* estacionaria
(Dias)

100% BBM, 25°C 0,3792 0,0945 5 800 5861

-50% de Nitrato, 0,202 0,016 12 677 1967
25°C

+50% de Fe', 0,344 0,09 4 1300 | 7028
25°C

100%BBM, 17°C 0,227 0,038 6 678 5276

100% BBM, 30°C 0,182 0,0364 5 453 6109

Porém, verifica-se que apesar do estresse que o nitrato pode provocar na célula para
favorecer uma maior produgiio de lipidios, esta redugfio limita bastante o crescimento celular
podendo inviabilizar o processo de obtengfio de biodiesel pois, a produtividade alcangada foi de
apenas 0,016g L dia™.

Com adig¢do de Fe'?, observa-se que o tempo de cultivo foi menor ¢ obtendo uma
produtividade similar a0 meio basico sem alteragio quimica. Este resuitado pode ser melhor
observado pelo o aumento da clorofila-a ao final do cultivo.

Também pode ser verificado o efeito da temperatura no cultivo pois, modificando apenas o
pardmetro da temperatura ocorreu uma redugdo na produtividade da biomassa.Desta forma, a
temperatura ideal para o cultivo ¢ de £26°C, temperatura esta que foi utilizada em todos os
experimentos, excetos estes, os quais foram efetuados os estudos de efeito da temperatura sob o
crescimento celular da Chlorella vulgaris.

Assim sendo, caso confirme que o aumento da concentracio de Fe™ favorece a maior
producgio de lipidios, essa pode ser uma condigio favoravel para obter uma maior geragfio de
biocombustivel.

A Tabela 11 apresenta a composi¢dio quimica da biomassa em base Gmida dos estudos

efetuados nos fotobioreatores de 50L.
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Tabela 11— Composigfio quimica da biomassa seca de Chlorella vulgaris para diversas condi¢des de cultivo
com adigfo de concentrado a0 BBM

Percentual Lipidios | Carboidratos | Proteinas Residuos Umidade
Concentrado g/100g g/100g N(total )g minerais g/100g
adicionado /100g =6,25 g/100g

0% 8.56 51,65 | —— T -
25% 976 |- 51,36

30% 4.06 21,79 49,94 Al AP

35% 432 21,65 27,64 37,85 8,54
40% 2,0 21,13 18,87 47,22 10,78
45% 3.47 18,98 20,31 4737 9,87
50% 2,38 18,74 15,72 55,78 7,38

55% 3,16 — 20,46 48,99 AT

60% 2,75 22,46 17,77 45,99 11,03

* Al -- Amostra insuficiente

De acordo com os mesmos foi verificado um valor de lipidios de 8,56% da biomassa seca
quando o cultivo € efetuado em meio BBM, quando foi efetuado o estresse pelo aumento da
salinidade através da adigfio de 25% de concentrado que corresponde a condutividade do meio de
1655uS e solidos dissolvidos totais de 1054,30 mg.L", percebe-se um pequeno incremento no
teor de total de lipidios que foi de 9,76%.

A medida que aumenta a concentragio de sais oriundos da adi¢fio de maior volume de
concentrado ao meio de cultive ndio foi obtido resultados satisfatérios em termos de teor de
lipidios, pois houve uma redugio consideravel do teor de 6leos , caracterizando desta forma que a
cepa em estudo apresenta um limite de tolerdncia para suportar o estresse provocado por uma
maior concentracio de sais com a finalidade de gerar mais lipidios na composic¢iio quimica da
biomassa em estudo.

Costa et al (2006) em seus estudos obtiveram valores de lipidios inferiores alcangando
6,96% e 7,98% para Chlorella vulgaris e Chlorella munitissima respectivamente, cultivadas em
meio Bristol’s modificado (MBM). No entanto, Borghtti {2009) utilizando meio de cultura com
15% do residuo liquido manupeira e 85% de 4gua para o cultivo de Chlorella munitissima obteve
um valor de lipidios superior atingindo um valor maximo de 11,08%, este cultivo foi realizado em
fotobioreatores de vidro de 2L com agitagfio constante, ilumindncia de 2500lux, a temperatura
constante de 30°C com fotoperiodo de 12h. De acordo com o autor , este aumento foi superior ao
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obtido por Costa et al (2006) em meio MBM, devido a redugio de nitrogénio no meio com
manupeira.

No entanto, mesmo com o discreto aumento de lipidios na espécie em estudo, verifica-se
que os valores ainda sdo extremamente baixos para produgfo de biodiesel , pois de acordo com a
literatura para que ocorra viabilidade econdmica para producio de biodiesel a biomassa seca da
microalga deve ter elevado teor de lipidios superior a 50%. (Chisti, 2007) . Todavia, a viabilidade
econdmica da produgio de microalgas nfio se deve concentrar apenas na produgdo biodiesel, pois,
com a biomassa pode-se obter outra fonte de energia proveniente da fermentacdo dos carboidratos
presente na composicio celular da Chlorella sp que pode ser o bioetanol. Também niio se pode
menosprezar o potencial da Chlorella vulgaris para industrias alimenticias em razdo do seu alto
teor de proteinas que ainda se mantém em valores elevados mesmo com o acréscimo de sais do
concentrado no seu cultivo.

Portanto, a importincia do cultivo da Chlorella sp e Chlorella vulgaris ndo se restringe
apenas ao seu valor comercial, mas também deve-se considerar o beneficio ambiental que o cultivo
das microalgas acarretam em fun¢fio do importante papel no sequestro de CO,, favorencendo para
reduzir os efeitos provocados pelo aguecimento global, pois de acordo com Carvalho,(2010) a
Chlorella sp ¢ uma das microalgas com maior capacidade de sequestrar CO, chegando a obter
sequestro de 667,94 tha”ano™, enquanto algumas plantas superiores ndo ultrapassam a 50 t.ha
lano™.

A Tabela 12 apresenta o perfil de dcidos graxos de Chlorella vulgaris cultivado em

meio basico BBM sem adi¢fo de concentrado com as mesmas aclimatizagdes.

Tabela 12 - Perfil de acido graxo determinado por cromatografia gasosa da espécie Chlorella vulgaris
em meio basico BBM sem adi¢iio de concentrado

Acido Graxo Designaciio Estenografica | Peso Seco (%)
Laurico C12:0 1,26
‘Tridecnodico C13:0 1,08
Miristico C14:0 0,51
Ci-10-pentadecanéico C15:1 4,22
Palmitico C16:0 16,56
Palmitoléico C16:1 1,83

(continua...)
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(Concluséo)
Acido Graxo Designacio Estenogriafica Peso Seco (%)

Heptadecanéico C17:0 0,13
Cis-10-heptadecendico Ci17:1 0,92
Estearico C18:0 0,54
Octadecenoico C18:1 0,63
Elaidico C18:1n9t 0,16

Oléico C18:1n%9¢ 6,84
Linoléico C18:2n6¢c 11,25
¥-linolénico C18:3n6 21,04
Behénico C22:4 0,65

DHA (docosahexaendico) (C22:6n3 0,60

Verifica-se que o teor total de lipidios na biomassa foi de 8,56% em base umida, desde
34,68%representa os acidos graxos saturados e monoinsaturados com até 18 atomos de
carbono, que sfo os mais adequados para produgéio de biodiesel.

No entanto, um alto conteudo de acidos graxos de cadeia longa ¢ indesejavel para
producio de biodiesel, assim, algas que apresentam alto valor em acidos graxos de cadeia
longa superior a 18 carbonos nfo devem ser selecionadas quando a finalidade do cultivo seja a
produgéo de biodiesel. Normalmente, as cadeias curtas de acidos graxos (Ci4- C)g) sdo mais
apropriadas para producdo de microalgas, a microalga Chorella sp, apresenta a maioria de
seus Acidos graxos com cadeias curtas, sendo assim uma espécie adequada na producgdo de
biodiesel (HUANG et al., 2010).

A Tabela 13 apresenta o perfil de 4cidos graxos de Chlorella vulgaris cultivado em
meio basico BBM com adi¢io de 25% de concentrado, com a obtengio de 9,76% do teor total
de lipidios na biomassa ¢ 40,57% representa os acidos graxos saturados e monoinsaturados

com até 18 atomos de carbono.
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Tabela 13- Perfil de acido graxo determinado por cromatografia gasosa da espécie Chlorella vulgaris
em meio basico BBM com adic¢io de 25% concentrado

Acido Graxo Designaciio Estenogrifica Peso Seco (%)

Laurico C12:0 0,34
Tridecnoico C13:0 0,56
Miristico Cl14:0 1,15
Pentadecandico C15:0 0,91
Palmitico C16:0 16,63
Palmitoléico C16:1 2,88
Heptadecanéico C17:0 0,41
Cis-10-heptadecendico Cl17:1 2.32
Esteérico C18:0 3,52
Octadecendico C18:1 0,63
Elaidico C18:1n9t 0,60

Oléico C18:1n9%¢ 10,62
Linolelaidico C18:2n6t 0,27
Linoléico C18:2n6c 10,41

¥-linolénico C18:3n6 18,56
Lignocérico C24:0 0,37
Behénico C22:4 0,25

DHA (docosahexaenoico) C22:6n3 0,28

A seguir as Figuras 49 e 50 mostram .a perfomance de desenvolvimento de cultivo das

cepas da Chlorella sp (cepa TU1) e Chlorella sp (cepaTU3) respectivamente, com adi¢do de 25%

de concentrado e 75% de BBM em termos de densidade celular um fungo do tempo de cultivo.
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Figura 49 — Cultivo da Chlorella sp. (cepaTU1) com adigdo de 25% de concentrado ao meio de cultura
e 75% de BBM
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Figura 50 — Cultivo da Chlorella sp (cepa- TU3) com adigdo de 25% de concentrado ao meio de

cultura e 75% de BBM
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Observa-se que a fase exponencial finaliza-se apés 5 dias de cultivo e que o numero
méximo de células obtido foi de 1,2x107 cel.mL™ (Figura 49) , com o teor de lipidios determinado
para estas condi¢des de 8,06% para a Chorella sp(cepa TU1).

Ja para a Chlorella sp (cepa TU3) o crescimento das células com adigdo de 25% de
concentrado representou um crescimento acima do obtido com a cepa Chlorella sp (cepa TU1)
alcangando o niimero maximo de células de 4,0x10” cel.mL™ (Figura 50). Comparando-se com a
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cepa Chlorella vulgaris (cepa FURG) verifica-se que nas mesma condiges de cultivoestaéa que
representa melhores resultados pois, foi obtido maior densidade celular no inicio da fase
estacionaria de 5,9. 10°celmL™ e maior teor de lipidios 9,76%. A concentragio de lipidios
determinada com a cepa Chlorella sp (cepa TU3) foi de 9,34% nas condig¢des de cultivo com 25%
de concentrado e 75% de BBM, apresentando assim valor superior que a cepa Chlorella sp (cepa
TU1) que obeteve apenas 8,06%, Porém, a cepa Chlorella sp (cepa TU3) apresentou um teor de
lipidios pouco abaixo ao obtido com a cepa Chlorella vulgaris (cepa FURG).

Desta forma, confirma mais uma vez que a cepa ideal para o estudo com maior produgio
de lipidios € a maior produtividade de biomassa € a cepa Chlorella vulgaris {cepa FURG).

Apesar do rendimento de dleo ter sido baixo para as cepas estudadas, sfio resultados
superiores ao encontrado por Vascocelos et .al ( 2010) que obtiveram 7,1% de lipidio em base
seca, ja Gouveia e Oliveira (2009) encontraram 5,1%, todos utilizando a espécie Chlorella sp em
meio de cultura basico.

5.2 SEPARACAO DAS MICROALGAS POR MEMBRANA DE MICROFILTRACAO

A separagfo da biomassa por meio de membranas de microfiltragio mostrou-se bastante
eficiente, principalmente no que se refere a produtividade, pois através deste processo obteve uma
concentragdo de biomassa de 0,955 g.L" e produtividade de 0,23g,L™" dia valores este bem superior
aos obtidos por meio de separagfio por flotagdo ¢ com produtividade superior a literatura que de
acordo com Gouveia e Oliveira (2009) a produtividade méxima ¢ de 0,18g.L".dia para Chlorella
vulgaris.

Além da vantagem de obter um maior volume de biomassa, também tem-se o fato que néio
utiliza-se produto quimico para separagdo, permitindo obter o permeado nas condi¢des de reutiliza-
lo para novos cultivos possibilitando desta maneira uma redugio nos custos de cultivo € sem
provocar efeitos indesejaveis ao meio ambiente pela ndo geragio de residuos liquidos impactante
aos corpos hidricos ou ao solo.

O tempo de separagio para atingir o maximo de retengfio das microalgas foi de 65 (sessenta
€ cinco) minutos.

A Figura 51 mostra a eficiéncia da separacio em funcfio do tempo em termos de

concentragio de clorofila-a.
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Figura 51 - Concentragdo de clorofila-a em fungio do tempo de processamento por membranas de
microfiltragdo.para separagdo da Chlorella vulgaris
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Observando que a medida que ocorre a permeacdo maior € o valor de clorofila-a no
concentrado da membrana o que siginifica 0 aumento na separagdo da biomassa do meio de
cultivo.. Assim, foi verificado que para a separagdo das microalgas de pequenas de dimensdes
menor que 30 um de comprimento, como € o caso da Chlorella sp que mede entre 2 pm a 10 pm,
a técnica mais vidvel em termos de obter um maior concentrado de células conferindo com isso
maior produtividade e menor perda de biomassa € o processo por separagido de membranas. Vale
ressaltar, que o custo energético para este processo foi extremamente baixo, pois o motor bomba

que alimentava o sistema era de baixa poténcia no valor de 4 cv.
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5.3 CULTIVO EM TANQUES RACEWAY

Inicialmente os experimentos em tanques raceway (Figura 52) com Chlorella vulgaris foi
realizado com cultivo em 100% de BBM para que obtivesse uma avaliagdo mais apurada em
relagdo as variaveis: 6leo, crescimento e produtividade . Além, de se obter uma comparagdo com
os dados obtidos em laboratdrio.

Figura 52 — Tanques raceway com desenvolvimento de Chlorella vulgaris

Fonte: LABDES(2011)

Os primeiros cultivos apresentaram Otima adaptaciio em tanques abertos nio ocorrendo
contaminag¢do mesmo com 0s tanques expostos, como também obteve um rapido crescimento, em
5 dias de cultivo ja atingia-se a populagéio de 10’cel.mL™ como ilustra a Figura 53 , efetuando a
coleta no momento que iniciava a fase estaciondria, para posterior separagdo e secagem. Durante
este cultivo o pH do meio inicial foi 7,0 e ao final do cultivo atingiu 8,40. O lux variou de 8klux a
10kluz durante o cultivo, a temperatura do meio de cultivo variou de 24°C a 32°C, atingindo a
tempratura maxima de 32°C no segundo dia de cultivo.
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Figura 53- Cultivo de Chlorella vulgaris em tanque raceway com 100% de BBM
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A Figura 54 ilustra o tanque no ponto de coleta que corresponde o quinto dia de cultivo
onde saiu da fase log atingindo a populagéo de 107 cel.mL-'

Figura 54 — Cultivo no inicio da fase estacionaria

E importante verificar que neste cultivo quando atingiu o inicio da fase estacionéria devido
a maior concentragdo de células percebe uma coloragfio esverdiada mais intensa. No entanto,
apesar de ter obtido 6timo crescimento, houve uma rendimento celular de 0,143g.L’l de cultivo
inoculado isso se deve em razdo da ineficiéncia da separacéio por sedimentagéo, pois muitas células
néio conseguiram se depositar no fundo do sedimentador.
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Em razad do cultivo ter sido efetuado a céu aberto poderia-se esperar que ocorresse uma
eventual contaminagfio. Mas, com intuito de impedir a presenga de outras espécies no cultivo e
apenas o dominio da espécie Chlorella vulgaris a inoculagao nos tanques raceway era sempre
realizada com populagiio proxima de 10° cel.mL™ , tornando o cultivo mais resistentes evitando
possiveis competigdes com outros micro-organismos.

Na comunidade de Urugu, local que estava sendo realizado o cultivo em tanques raceway,
no periodo de verdo ocorre fortes insolagdo, o que dificultava o desenvolvimento da Chlorella
vulgaris, pois quando iniciava o cultivo, nos dias subsequentes ocorriam fortes insolagdo perdendo
todo o cultivo, neste periodo a luminéncia estava atingindo valores de até 14 klux .

A Figura 55 mostra o cultivo sem desenvolvimento e pode-se perceber pela coloracéo
marrom, como também na realiza¢dio da contagem das células ndo foi identificado a presenca da

Chlorella vulgaris .

Figura 55 — Tanque raceway com cultivo de C. vulgaris desenvolvimento

=

De acordo com Morist et al., (2001), € devido a luminosidade que a fotossintese ocorre,
mas ela se processa até um limite denominado ponto de saturagéo luminosa, que € da ordem 5 a 10
klux para cionabactérias . O cultivo sob altas intensidades luminosas € responsavel por dois
fenomenos prejudiciais: a foto-oxidagdo, que tem efeitos letais para as células, podendo levar a

perda total da cultura e a fotoinibigdo, provocando um decréscimo no rendimento méaximo do
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crescimento, esta também pode ocorrer sob intensidades luminosas moderadas se a taxa
fotossintética estiver limitada por fatores estressantes, como baixas temperaturas (JENSEN;
KNUTSEN, 1993; SAMUELSSON et al., 1985).

O excesso de luz também pode provocar um efeito letal nas células, pois na presenga
de oxigénio, pode formar peroxido de hidrogénio (substincia toxica para as microalgas), essa
reagdo € denominada foto-oxidagdo ou morte foto-oxidativa (UEDA et al., 1998).

Outro ponto que deve enfatizar com relagfo 4 temperatura do meio, ¢ referente as
laminas muito pequenas a temperatura pode exercer um prejuizo no cultivo, pois de acordo
com Converti et al. (2009), o crescimento da Chlorefla vulgaris foi afetada por temperaturas
acima de 30°C e aos 35C, estas microalgas, de fato, exibem uma reducio de 17% em sua
taxa de crescimento, quando comparado a uma temperatura de 30-C, no momento que
aumentou para (38°C) ocorreu uma interrup¢do abrupta do crescimento de microalgas e,
posteriormente, as cé¢lulas mortas. Esse resultado era facilmente visivel por causa da mudanga
da cor das células de verde para marrom. Assim, acredita-se que o mesmo ocotreu no
experimento efetuado nos tanques raceway em Urugu.

Os efeitos de temperatura em muitas espécies de microalgas em laboratérios séo bem
documentados, mas os de efeitos de temperatura na produgiio de biomassa ao ar livre ainda
ndo € bem conhecida. Muitas microalgas podem tolerar facilmente temperatura de 8° a 15°C
mais baixo que a temperatura Otima de crescimento, mas em temperaturas elevadas,
aproximadamente 4°C acima do ponto 6timo de crescimento pode resultar na perda total da
cultura (MATA et al., 2010).

A Figura 56 apresenta o estudo de adi¢iio de 25% de concentrado, atingindo a fase
estaciondria com cinco dias de cultivo.

Com intuito de aumentar a biomassa de cultivo foi adicionado mais 2000L de meio de
cultura, no qual era preparado com 75% de meio BBM e 25% de concentrado. Apesar do aumento
da densidade celular era dificil a separa¢io da biomassa por sedimentacio mesmo com adic¢do de
coagulante, pois era perdida muita célula € o tempo excessivo no sedimentador superior a dezoito

horas de sedimentagfo a biomassa comecava a degradar perdendo assim toda a biomassa.
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Figura 56 — Cultivo de Chlorella vulgaris em tanques raceway em 25% de concentrado e 75%BBM

1.E38 1
T, 1,E+7 o
= ; Adigao de 2000L
@ de meio de cultura
KLY
=3
"0 —a&— Rep1
© 1 E+6 - v
3 —&— Rep2
- - B Rep3
Xcelulas
1,E+5 . .

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dia)

No entanto, o rendimento celular atingiu para estas condi¢es o valor de 0,084 g.L", valor
abaixo aos obtidos em fotobioreatores, isto devido a falta de controle da temperatura e da
iluminagdo que afetava no desenvolvimento celular e muitas células ndo suportavam toda esta
variagdo, isto era perceptivel no momento da contagem que foi detectado varios fragmentos
celular. Neste cultivo, obteve a variagdo da temperatura de 33°C a 25° no meio do cultivo,
mantendo a média de temperatura de 29,4°C.

De acordo com Lourengo, (2006), as temperaturas constantes sdo o que se busca no cultivo
de microalgas, pois permite maior estabilidade em experimentos, maior reprodutibilidade e
previsibilidade das respostas das espécies. Em cultivos de larga escala, o controle de temperatura é
extremamente dificil, pois nem sempre € possivel manter a temperatura, devido as flutuagdes
sazonais durante o dia, a temperatura representa uma das principais limitagdes biolégicas para a
produgdo de biomassa de microalgas, principalmente quando o cultivo € realizado em tanques
abertos que sofrem em fun¢fo da redugfio da produtividade da biomassa.

Durante o inverno foi efetuado inoculagdo com adigdo de 25% de concentrado durante a
temperatura maxima atingida foi de 24°C e a minima de 15°C, fato este que pode explicar que a
temperatura passou a ser o fator limitante para o baixo desenvolvimento das microalgas, pois ndo
foi obtido 0 mesmo crescimento celular com relagdo ao experimento anterior que se mantinha as

mesmas as aclimatagdes quimicas e temperatura maior.
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A Figura 57 mostra a curva de crescimento e verifica-se que ndo foi alcangado a populagéo

méxima de crescimento 10”.cel.L™" para a espécie em estudo.

Figura 57 — Cultivo de Chlorella vulgaris em tanques raceway em 25% de concentrado ¢ 75%BBM no
periodo de inverno
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Assim, percebe-se a dificuldade em realizar o cultivo a céu aberto, pois é extremamente
complexo manter uma constancia no crescimento celular em razdo da sazonalidade influenciando
diretamente em obter um equilibrio na produtividade da espécie.

A Tabela 14 apresenta a composi¢fio quimica da Chorella vulgaris cultivada em tanques
raceway, para diversas aclimatagdes quimicas (100%BBM; 25% de concentrado e 75%de BBM)
com a influéncia de temperatura nas mesmas condi¢des de cultivo e apresenta também o tipo de
processo utilizado para a separago da biomassa.

Mmoot INTRCATRE
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Tabela 14 — Composicio quimica do cultivo de Chlorella vidgaris em tanques raceway

Percentual Lipidios | Carboidrates | Proteinas Residuos Umidade Tipo de
Concentrado g/100g g/100g Ntotal )g minerais 2/100g separacio
adicionado /100g 2/100g
6,25
0% 5,86 2732 37,58 14,52 15,29 Sedimentagio
gravitacional
25% periodo | 3,73 14,67 19,91 42,85 18,84 Sedimentagio
de invervo gravitacional
25% verdo 2,88 14,1 17,31 46,23 19,48 Sedimentagiio
gravitacional
0% 2,38 13,92 20,32 55,38 6,10 Separacfo
por
membranas
de  osmose
inversa

Foi verificado que para todas as aclimatagdes quimicas ocorrem uma reducgio no teor
principalmente de lipidios, obtendo valores extremamente mais baixos quando foi efetuado
adi¢do de concentrado ao meio de cultura. Assim, percebe que em sistemas abertos ocorrem
uma modificagio metabolica na célula, que dificulta a producio de lipidios, bem como de
outros componentes quimicos na célula como € o caso dos carboidratos e proteinas,
provavelmente devido, as elevadas temperaturas ¢ as suas bruscas variagGes ocorridas durante
o cultivo. Assim como, a forte insolagdo sobre o desenvolvimento das células cultivadas.

Logo, estas variagGes ambientais existentes na comunidade de Urugu, as quais fogem
dos controles operacionais efetuados em um cultivo a ¢éu aberto, nfo favoreceram para as
melhores condi¢des de crescimento da Chlorella vulgaris em razdo da alta variagdo de
temperatura ¢ lumindncia que ocorreram durante o cultivo da microalga em questdio, como
comentado anteriormente.

O aumento da temperatura da cultura microalgal causa um aumento no teor de
proteinas ¢ uma diminuicdo nos teores de carboidratos e lipidios das células microalgais
(RAVEN; GEIDER, 1988; JAMES; AL-HINTY; SALMAN, 1989).

Na Tabela 14 apresenta a composi¢do quimica da biomassa quando separada por meio
de membranas via osmose inversa verifica-se que as caracteristicas quimicas em termos de

lipidios, carboidratos e proteinas foram inferiores em relagéo ao processo com separagio por
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sedimentacdo, pois com separagdo de membranas via osmose inversa e¢ sedimentacio
gravitacional foi de 2,88% e 5,86% respectivamente, o0 mesmo ocorreu para carboidratos e
proteinas.

Isto pode ter ocorrido devido uma maior reten¢do de sais durante o processo de
separacdo por membranas de osmose inversa, a qual possui uma baixa porosidade impedindo
a passagem dos sais, de fato esta assertiva pode ser comprovada pelo elevado teor de residuos
minerais que foi obtido de 55, 38 maior em todos os experimentos realizados nesta pesquisa.

A concentragdo de biomassa obtida por membrana via osmose inversa foi de 0,1g.L™.
Porém, esse valor baixo se deve a baixa densidade celular que se obtém em tanques raceway.

Assim, o processo para separagdo por microfiltragdo parece ser mais eficiente que o
processo via osmose inversa, uma vez que foram obtidos valores maiores de lipidios,
carboidratos e proteinas. No entanto, € interessante que se fagca um estudo mais apurado para
se obter uma conclusio mais precisa sobre qual tipo de membrana € mais eficiente na
separacdo de microalgas de dimensdes menores que 30um, utilizando outros tipos de
membranas com porosidade entre a microfiltragdo e a osmose inversa, como por exemplo, a

ultrafiltragdo e a nanofiltragao.
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6 PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados apresentados a Chlorella vulgaris foi a cepa que melhor se
adaptou as condiges estudas, sendo assim para dar continuidade a esta pesquisa de carater inédito
¢ em razdo da sua excelente contribuicio cientifica, é extremamente relevante a continuidade deste

estudo. Assim, proponhe-se as seguintes perspectivas:

» Estudar a performance da Chlorella sp ¢ Chlorella vulgaris em fotobioreatores de escala
piloto, com intuito de obter melhores condigdes de separagiio e maior produgio de acidos
graxos saturados;

o Estudar a viabilidade de produgdo do bioetanol ou outros biocombustiveis a partir da
Chiorella vulgaris;

e Avaliar o cultivo heterotréfico e mixotréfico no desenvolvimento de Chlorella sp e
Chlorella vulgaris;

e Estudar os processos de separago de Chlorella vulgaris por meio de membranas de
ultrafiitragdo e nanofiltragio;

o levantar a viabilidade economica com a produgio de Chlorella vulgaris com
aproveitamento do concentrado;

¢ Estudar a reciclagem do meio de cultivo com uso do mesmo apds separacdo da biomassa
com o intuito de reduzir os custos com o cultivo;

o Avaliar o cultivo da Chlorella vulgaris com aproveitamento de Aguas residuérias
domesticas e industrais;

e Estudar a implantagdo de um sistema térmico nos tanques raceway de forma a ter mais
controle na temperatura do meio de cultivo diminuindo a sazonalidade climatica
durante o dia ¢ as estagdes do ano;

o Estudar outras espécies de microalgas com maior contetido lipidico e maior produtivadade
de biomassa, como a Nannochiopsis sp, Neochloris sp e Nitzschia sp.;

¢ Estudar o controle do sistema de cultivo piloto verificando o consumo de macro e

micro nutrientes objetivando a rentabilidade e economia do processo;
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7 CONCLUSOES

1. Das cepas Chlorella vulgaris, Chlorella sp (TU1) e Chlorella sp (TU3) foi verifcado que a
microalga que apresentou a maior densidade celular, mais rapido crescimento com o menor
tempo de cultivo na fase log foi a cepa Chlorella vulgaris (cepa FURG), atingindo uma
densidade celular de 5,9x 107 célmL" em quatro dias, que corresponde ao seu ponto
maximo de crescimento.

2. Os teores de concentrado que melhor se adaptam ao cultivo da Chlorella vulgaris (cepa
FURG) nos fotobioreatores foram os que estavam compreendidos entre o intervalo de 10%
a 25% de concentrado adicionado ao meio de cultivo;

3. A produtividade da Chlorella vulgaris (cepa FURG) com cuitivo em fotobioretaores
utilizando apenas o meio de cultura BBM foi de 0,095¢.1" dia”.

4. A produtividade da Chlorella vuigaris (cepa FURG) em cultivo em fotobioretaores com
adicio de 25% de concentrado ¢ 75% do meio de cultura BBM foi de O,O95g.L'1.dia'1, e
com maior concentragdo de lipidios.

5. A baixa produtividade obtida foi devido a deficiéncia na separagdo da biomassa do meio de
cultivo através da floculacfio, pois nfio foi possivel favorecer uma boa sedimentacfio em
razdio do carater coloidal das células da Chlorella vulgaris (cepa FURG) favorecendo
desta forma uma grande perda de biomassa na separagio do material floculado e
sobrenadante.

6. Na separagiio com membranas de microfiltragfio a perda de biomassa foi minima, obtendo
desta forma uma maior quantidade de biomassa comparado aos processos convencionais
de coagulacio/floculacdo, alcangando assim uma produtividade bem superior de
0,.23g.L" dia™ que corresponde a uma concentragfio de biomassa de 0,955g.L'1.

7. O teor de lipidios obtidos no cultivo da Chlorella vulgaris (cepa FURG) com meio de
cultura BBM sem adi¢éio de concentrado em fotobioreatores foi de 8,56% em base umida.

8. O teor de lipidios obtidos no cultivo da Chlorella vulgaris (cepa FURG) com adigéio de
25% de concentrado e 75% em fotobioreatores obteve um pequeno incremento, pois, a
concentragfo de lipidios alcangado foi de 9,26% em base imida. Comprovando assim que,
adi¢io de concentrado ao meio de cultivo provoca o estresse na célula que favorece a

produgio de lipidios para a cepa em estudo.
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9. A deplegio de nitrogénio no meio de cultivo compromete o crescimento das células da
Chiorella vulgaris (cepa FURG). Pois, provoca um aumento do tempo de cultivo 3 vezes
maior que nos experimentos com a concentraco ideal de nitrogénio.

10. O aumento da concentragio de Fe no meio de cultura para o cultivo da Chlorella vulgaris
(cepa FURG)favorece um maior crescimento celular.

11. O perfil de acidos graxos no cultivo da Chlorella vulgaris (cepa FURG) em meio de
cultura utilizando apenas BBM apresenta maior percentual de acidos graxos saturados, os
quais sfo utilizados para produgdo de biodiesel.

12. O perfil de é4cidos graxos no cultivo da Chlorella vulgaris (cepa FURG) em meio de
cultura utilizando 25% de concentrado e 75% de BBM aumenta o percentual de 4cidos
graxos saturados.

13. O cultivo em tanques raceway sofre bastante imterferencia no crescimento celular em
fun¢fio da sazonalidade de temperatura durante o dia e durante as mudangas de estago do
ano.

14. A forte iluminacio solar da localidade pode ter provocado a foto-oxidagéo celular, motivo
pelo qual foi perdido diversos cultivos durante o desenvolvimento da Chlorella vulgaris
em tanques raceway.

15. Em sistemas abertos o teor de lipidios diminui em func¢fo da possivel mudanga metabolica
provocada principalmente pelas elevadas temperaturas.

16. A sedimentacdo da Chlorella vulgaris por meio de coagulagio/floculacdo € ineficiente para
grandes volumes.

17. O sistema de separagio da biomassa via osmose inversa é mais eficiente para separagio das
células. No entanto, a mesma retém elevado teor de residuos minerais possivelmente os
sais dissolvidos contidos no meio de cultura, em razio da baixa porosidade da membrana
em questio.

18. A produgfo de carboidratos e proteinas diminuem com cultivo em tanques raceway, em
razio das mudancas bruscas de temperaturas e luminéncia.

Assim sendo, conclui-se que o aproveitamento do concentrado para o desenvolvimento da
Chlorella vulgaris € possivel. Porém, o aumento do teor de lipidios ¢ relativamente baixo.
Mostrando que, a melhor viabilidade € a exploragfio de outros constituintes quimicos presentes na
biomassa da Chlorella vulgaris de alto valor comercial e que para as condigbes estudadas o teor de
lipidios obtidos inviabiliza a produggo de biodiesel. Mas, a mesma possui enorme potencialidade

de gerar outros biocombustiveis.
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Logo, conclui-se que o cultivo das microalgas tem um ganho ambiental superior a outras fontes
de biocombustiveis, dai a vital importancia em se aprofundar nos estudos das microalgas para
produgdo de biocombustiveis.
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ANEXO A - LAUDO DO LABORATORIO DE REFERENCIA EM

DESSALINIZACAO
\..JE
Laudo N°.:/2010 Data da Coleta: 21/09/2010
Interessado: Weruska Resp. pela Coleta: Interessado
Municipio: Data da Entrega da Amostra: 21/09/2010
Localidade: Tipo de Recipiente: Garrafa plastica

Procedéncia: Concentrado

Data da Analise: 28/09/2010

PARAMETROS RESULTADOS VMP (*)
Condutividade Elétrica, umho/cm a 25 °C 5.690,0 -—
Potencial Hidrogenionico, pH 8,1 6,0a95
Turbidez, (uT) 0,5 5,0
~ Cor, Unidade Hazen (mg Pt-Co/L). 0,0 15.0
Dureza em Calcio (Ca™), mg/L 145,0 —-
Dureza em Magnésio (Mg'"), mg/L 1722 -
Dureza Total (CaCOy), mg/L. 1.080,0 500,0
f Sodio (Na"), me/L. 723,8 200,0
Potassio (K '), mg/L 15,0 -
Aluminio (AI'), mg/L 0,00 0.2
Ferro Total, mg/L. 0,05 03
Alcalinidade em Hidréxidos, mg/L (CaCOs) 0,0 o
Alcalinidade em Carbonatos, mg/L (CaCO;) 140,0 -—
Alcalinidade em Bicarbonatos, mg/L. (CaCO;) 398,0 -
Alcalinidade Total, mg/L (CaC0Oy) 538,0 -
Sulfato (SO;7), mg/L 102,1 250,0
Cloreto (CI), mg/L 1.4182 250.0
Nitrato (NOy), mg/L 0,49 10,0
Nitrito (NOy), mg/L 0,12 1.0
Amonia (NHs), mg/L 1,35 1.5
Silica, mg/L (SiO) 82,4 "
{1LS (Indice de Saturagao de Langelier) 1,35 <0
Total de Solidos Dissolvidos Secos a 180°C, mg/L 3.410,0 1.000,0
#)VMP - Valor Maximo Permissivel ou recomendavel pela Legislagio Brasileira (PORTARIA 518/04 MS).

LAUDO:

**Sugere-se uma analise bacteriologica.
OBSERVACOES:
1-  Os resultados se referem Gnica e exclusi a

sira de dgua

do interessado.

2-  Os dados de identificagio da amostra foram fornecidos pelo interessado.
A divulgagio dos resultados desta andlise, assim como sua utilizagio para quaisquer fins, € de exclusiva responsabilidade

De acordo com os resultados analiticos acima relacionados, esta 4gua se encontra dentro dos padroes
de potabilidade no que se refere aos parametros fisico-guimicos.

lisada neste laboratorio.

Eng. Quimico Responsavel: Prof. Kepler B. Franga (CRQ —9.19.3.1303118)

Visto da Coordenagdo: Prof. Kepler B. Franca

Data: 07/09/2010
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Laudo N°.: 09-SD/2010

Data da Coleta: 16/06/10

Interessado: LABDES/UFCG

Resp. pela Coleta: Interessado

Municipio: S§.J do CARIRI

Data da

da Amostra: 16/06/10

Localidade: URUCU

Tipo de Recipiente: Garrafa Plastica

Procedéncia: POCO

Data da Analise: 16/06/10

PARAMETROS Alimentacso VMP (%)
Condutividade Elétrica, pmho/cm a 25 °C 3.010,0 -
Potencial Hidrogenidnico, pH 7,3 6,5a85
Turbidez, (uT) 0,7 1.0a5,0
Cor, Unidade Hazen (mg Pt-Co/L). 0,0 15,0
Dureza em Cileio, mg/L Ca™ 74,0 =
Dureza em Magnésio, mg/L. Mg~ 77,2 —
Dureza Total, mg/L CaCOy 506,5 500.0
Sodio, mg/L Na* 464,0 2000
Potassio, mg/L K~ 7,0 =
Aluminio (AI"), mg/L. 0,00 0,2
Ferro Total, mg/L 0,05 0.3
| Alcalinidade em Hidroxidos, mg/L CaCO; 0,0 -
Alcalinidade em Carbonatos, mg/L CaCO, 22,4 -
Alcalinidade em Bicarbonatos, mg/L CaCO; 343,2 -
Alcalinidade Total, mg/L CaCO; 365,6 s
Sulfato, mg/L SO~ 0,0 250,0
Cloreto, mg/L CI’ 720,7 2500
Nitrato, mg/L NOy 0,00 10,0
Nitrito, mg/L NO; 0,01 1.0
Aménia (NH;), mg/L 0,59 1.3
Silica, mg/L. SiO; 48,2 =
ISL (Indice de Saturagdo de Langelier) 0,08 <0
| Total de Sélidos Dissolvidos Secos a 180°C, m, 1.823,8 1.000,0
(*)VMP - Valor Miximo Permissivel ou ditvel pela Legislacao Brasileira (POR TARIA 518/04 MS).

LAUDO:

OBSERVACOES:

do interessado.

I- Os resultados se referem anica e exclusivamente 4 amostra de dgua analisada neste laboratdrio.
2-  Os dados de identificagdio da amostra foram fornecidos pelo interessado.
A divulgaglio dos resultados desta andlise. assim como sua utilizagio para quaisquer fins, ¢ de exclusiva responsabilidade

De acordo com a Legislagio Brasileira em vigor, os resultados analiticos das amostras de 4guas sfio os seguintes:

(a) a agua da alimentagdo e do concentrado nfio se encontram dentro dos pardmetros permissiveis de potabilidade:
(b) a 4gua do permeado encontra-se dentro dos padrdes de potabilidade;

Eng. Quimico Responsavel: Prof. Kepler B. Franga (CRQ —01.303.119)

Visto da Coordenagdio; Prof. Kepler B. Franga

Data: 2010

Laboratorio de Referéncia em Dessalinizagho - SRH/MMA- UFCG/CCT/UAEQ
Av, Aprigio Veloso 882 Bodocongd, 58.109-970 - C, Grande, PB - Fone /Fax: Oxx-83-3310.1116.

Inbdes@labdes. ufcg.ecu.br
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