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RESUMO

As microalgas sdo organismos microscopicos fotossintetizantes que crescem rapidamente e em
diferentes condigdes ambientais devido a sua simples estrutura celular. O cultivo de microalgas
é um sistema bioldgico capaz de armazenar energia solar, através da producdo de compostos
organicos via processo fotossintético, sendo que a maioria das espécies apresenta crescimento
mais rapido que as plantas terrestres, possibilitando maior rendimento de biomassa. Assim,
compreende-se que o cultivo desses mecanismos fotossintetizantes se insere numa proposta
relevante, uma vez que, quando comparados a outras matérias primas produtoras de 6leo,
apresentam uma produtividade significativamente maior, sendo, portanto, uma matéria-prima
capaz de completar a demanda atual de biodiesel. O objetivo geral da dissertacdo foi a obtencéo
do biocombustivel via processo de transesterificacdo do bio-6leo obtido a partir da microalga
Isochrysis galbana. O estudo ainda teve por objetivos especificos estimar o uso de um
fotobiorreator em nivel laboratorial, para realizacdo de experimentos de crescimento de
microalgas; avaliar as caracteristicas do biodiesel produzido por processo de transesterificacao
in situ da microalga; estudar uma nova rota para desinfeccdo deste meio de cultura, por meio
do uso do agente quimico hipoclorito de sodio. Com a introducdo deste novo método foi
possivel obter a cinética de crescimento do cultivo para o fotobiorreator, além de obter a
biomassa necessaria para transformacdo nos experimentos de analise e obtencdo do biodiesel.
A pesquisa apontou resultados aceitaveis para as caracteristicas verificadas no bio-6leo obtido,
0 qual se enquadrou nos padrdes da resolucdo ANP N°14, de 11.5.2012 — DOU 18.5.2012.
Além disso, demonstrou-se que o fotobiorreator projetado atendeu as expectativas no que
concerne ao crescimento do cultivo estudado e contribuiu amplamente para o desenvolvimento
da espécie de microalga escolhida. Dessa maneira, pode-se constatar que a microalga Isochrysis

galbana se mostrou uma espécie com potencial para a producéao de biodiesel.

Palavras-Chave: Microalgas, biocombustivel, fotobiorreator, transesterificacédo.
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ABSTRACT

Microalgae are microscopic photosynthetic organisms that grow rapidly and in different
environmental conditions due to their simple cellular structure. The cultivation of microalgae
is a biological system capable of storing solar energy through the production of organic
compounds via photosynthesis, and these species presents growth faster than land plants,
enabling higher biomass yield. Thus, it is understood that the cultivation of these photosynthetic
mechanisms is part of a relevant proposal, since, when compared to other oil producing raw
materials, they have a significantly higher productivity, thus being a raw material able to
complete the current demand by biodiesel . The overall aim of the thesis was to obtain biofuel
via transesterification process of bio oil from the microalgae Isochrysis galbana. The specific
objective was to estimate the use of a photobioreactor at the laboratory level, for the
experiments of microalgae growth; evaluating the characteristics of biodiesel from microalgae
produced by in situ transesterification process; studying a new route for disinfection of
microalgae cultivation, through the use of the chemical agent sodium hypochlorite. The
introduction of this new method allowed obtaining the kinetics of the photobioreactor for
cultivation, besides getting the biomass needed for processing and analysis of experiments in
obtaining biodiesel. The research showed acceptable results for the characteristics observed in
the bio oil obtained, which fell within the standards of ANP Resolution No. 14, dated 11.5.2012
- 18.5.2012. Furthermore, it was demonstrated that the photobioreactor designed meet
expectations about study culture growth and has contributed largely to the development of the
chosen species of microalgae. Thus, it can be seen that the microalgae Isochrysis galbana

showed a species with potential for biodiesel production.

Key-words: Microalgae, biofuel, photobioreactor, transesterification.
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Capitulo 1: Introducéo

1. Introducéo

As atuais reflexes acerca da probleméatica ambiental convergem para medidas que
promovam a conservacdo do planeta e de suas fontes naturais, de modo a compensar 0S
resultados decorrentes do desenvolvimento industrial desenfreado, o qual gerou, como
importante consequéncia, a degradacdo de biomas, os impactos climéaticos e o desgaste das
fontes energéticas mundiais. Conforme se apresenta na Figura 1.1, as descobertas globais de
petrdleo tiveram seu pico por volta dos anos 60; desta data em diante percebe-se 0 aumento no
consumo do petr6leo ao passo que a cada ano decorrido a quantidade de 6leo descoberta
decresce. Murphy (2011) discute que esta relacdo descoberta versus consumo ndo causa
nenhum problema imediato, ja que ainda tem-se um acumulo de 6leo a ser explorado. No
entanto, a tendéncia grafica informa que da mesma maneira que houve um pico de descoberta
de 0leo no passado, é inevitavel que deva ocorrer um pico de consumo no futuro; todavia a

disponibilidade do petréleo ndo ird acompanhar a demanda energética.

INTERVALO DE CRESCIMENTO
Conversio Regular do Petroéleo: Descoberta e Producao

60 +

g

m=== Descobertas Passadas
= Descobertas Futuras
-#- Produgido

&

Revisdes retroativas
Arredondada com uma média
movel de 3 anos

Bilhdes de barris de petréleo por ano

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 200 2040 2050

Figura 1.1 - Intervalo de crescimento
Fonte: Adaptado de The Association for the Study of Peak Oil and Gas, 2009

Diante disso, as necessidades de tornar os processos produtivos mais limpos criam a
expectativa de incentivos em pesquisas que busquem matérias primas e processos sustentaveis.
Convém ressaltar que a criacao e a difusdo das tecnologias limpas — a nova vantagem

competitiva no mercado — desenvolvimento e meio ambiente deixaram de ser considerados
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Capitulo 1: Introducéo

como duas realidades antagbnicas e passaram a ser compreendidos como eixos
complementares.

Sendo assim, diante da necessidade de inovacdo da matriz energética mundial, trazem-
se como alternativa os biocombustiveis, que segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Géas
Natural e Biocombustiveis (ANP) (2012) sdo derivados de biomassa renovavel que podem
substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados de petréleo e gas natural em motores
a combustdo ou em outro tipo de geracdo de energia. “Isso implica que as novas fontes de
producdo de combustiveis possuam um potencial de captacdo de dioxido de carbono (CO>)
atmosférico capaz de neutralizar as emissdes resultantes da combustdo dos mesmos”
(TAVARES, 2009). Frente a essa perspectiva, tecnologias de processos de captura de CO2 vém
sendo pesquisadas e as microalgas tém sido apontadas como um processo bioldgico alternativo,
tendo em vista o seu significativo potencial de fixacdo de CO». Chagas (2010) corrobora com
esta capacidade da microalga afirmando que através da realizacdo da fotossintese, a uma taxa
de crescimento que duplica a biomassa a cada dia, este microrganismo torna-se uma matéria
prima alternativa renovavel para a producdo de energia. A biomassa produzida pode ser
aplicada na producéo de biocombustiveis, tais como biodiesel, gas de sintese, biogas, dentre
outros.

As microalgas sdo organismos microscopicos fotossintetizantes que crescem
rapidamente e em diferentes condi¢cdes ambientais devido a sua estrutura celular simples,
unicelular ou multicelular. O cultivo de microalgas é um sistema biolégico capaz de armazenar
energia solar, através da producdo de compostos organicos via processo fotossintético, sendo
que a maioria das espécies apresenta crescimento mais rapido que as plantas terrestres,
possibilitando maior rendimento de biomassa.

Ressalta-se que existem diversos beneficios associados ao cultivo de microalgas. Pode-
se considerar as vantagens relacionadas a alta eficiéncia de conversao fotossintética, quando
comparada com cultivo de plantas terrestres; ao fornecimento de uma producdo mais alta por
hectare, quando comparadas com outros tipos de culturas; a obtencao da alta taxa de sequestro
de CO2; a producéo continua durante o ano, em paises tropicais, atingindo um alto rendimento
na obtencdo de dleo, com reduzido uso de agua; alem de uma variacdo da composicdo da
biomassa e da quantidade de 6leo produzido por alteracdo de parametros de cultivo.

Assim, compreende-se que o0 cultivo desses mecanismos fotossintetizantes apresenta
uma importante proposta haja visto que, quando comparadas a outras matérias primas

produtoras de Oleo.
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A capacidade de remocdo de CO2 do meio ambiente pelas microalgas durante a
execucdo da fotossintese pode ser considerada um eficiente processo de reducdo deste gas da
atmosfera. Os nutrientes empregados no cultivo de microalgas, carbono e nitrogénio,
representam também componentes importantes capazes de reduzir a quantidade utilizada de
meio inorganico, sem perda de produtividade, podendo ser usado como um artificio para tornar

minimos os custos de producéo.

1.1 - Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi a obtencdo do biocombustivel através da aplicacdo do
processo de transesterificacdo do bio-6leo obtido a partir da microalga Isochrysis galbana.

1.2 - Objetivos especificos

Avaliar o uso de um fotobiorreator em nivel laboratorial, para realizacdo de experimentos de
crescimento de microalgas.

Extrair e caracterizar o 6leo de microalgas.

Propor uma rota de sintese para obtencao de metil esteres de acidos graxos (FAME) proveniente
da biomassa microalgal.

Comparar as caracteristicas do bio-6leo com o0s principais parametros preconizados pela
resolucdo ANP N°14, de 11.5.2012 — DOU 18.5.2012 relacionado com as caracteristicas do

biodiesel.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 - Desenvolvimento sustentavel

De acordo com Layrargues (1997), constata-se 0 uso indiscriminado do conceito
desenvolvimento sustentavel, termo definitivamente legitimado e absorvido pela comunidade
ambientalista apds a Conferéncia do Rio em 1992.

O conceito de ecodesenvolvimento nasceu em junho de 1973 e consistia na definicdo de
um estilo de desenvolvimento adaptado as areas rurais do Terceiro Mundo, baseado na
utilizacdo criteriosa dos recursos locais (BENTES, 2006). Com a Declaragdo de Cocoyoc no
México em 1974, também as cidades do Terceiro Mundo passam a ser consideradas no
ecodesenvolvimento (LAYRARGUES, 1997). O termo foi sugerido por Maurice Strong e, em
seguida, ampliado pelo economista Ignacy Sachs, que, além da preocupacdo com 0 meio
ambiente, incorporou as devidas atencdes as questdes sociais, econdmicas, culturais, de gestao
participativa e ética (BENTES, 2006).

Como uma derivagdo do conceito, surgiu a ideia de desenvolvimento sustentavel.
Segundo Layrargues (1997), em 1983, a Assembléia Geral da ONU criou a Comissédo Mundial
sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (CMMAD), presidida pela entdo primeira-ministra
da Noruega, Gro Harlem Brundtland, que adotou o conceito de Desenvolvimento Sustentavel
em seu relatorio Our Common Future (Nosso Futuro Comum), também conhecido como
Relatorio Brundtland.

Na perspectiva de atender as demandas mundiais considerando o desenvolvimento
sustentavel, a renovacdo da matriz energética conhecida por meio da insercao de tecnologias
renovaveis se faz indispensavel. A necessidade de inovacédo é percebida, inclusive, no tocante

a producdo de combustiveis limpos, cenario no qual se insere a presente pesquisa.
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2.2 - Biodiesel: Histdria e perspectiva mundial

A historia do biodiesel data de 1895, quando Rudolf Diesel e Henry Ford descobriram
que a partir dos 0leos vegetais era possivel se obter um combustivel, e desta forma, um caminho
para o desenvolvimento industrial. Pesquisaram diversos combustiveis que pudessem ser
utilizados em motores, entre eles o alcool, produzido a partir de biomassa (BRASIL, 2006).

O primeiro registro do que hoje conhece-se como Biodiesel data de 31 de agosto de
1937, foi o registro da patente, visando a transformacdo de um 6leo vegetal em monoésteres
metilicos e etilicos de &cidos graxos, do pesquisador Charles George, sendo este dia entdo
considerado como um marco na histéria dos biocombustiveis fosseis (SUAREZ &
MENEGHETT]I, 2007).

Ao longo dos anos, o0s estudos passaram a mostrar interesse referente ao
desenvolvimento de novos insumos basicos que se enquadrassem numa perspectiva renovavel,
ao passo que pudessem ser capazes de substituir os derivados de petréleo. Este aspecto
ambiental, baseado nos beneficios da producéo e utilizacdo de biodiesel juntamente com a
necessidade dos paises desenvolvidos de reduzir suas taxas de emissdes de CO», constituem a
verdadeira for¢a motriz para a producéo e consumo de combustiveis mais limpos.

Muitos paises estabeleceram quantidades minimas obrigatorias de biodiesel misturadas
ao Oleo diesel, impulsionando a demanda por este biocombustivel. No Brasil atualmente, esta
quantidade é de 2%. A Europa regulamentou o uso de 2% desde 2005 e estipulou que até 2010
atinjam-se 5,75%; a Alemanha, inclusive, comercializa o B100, isto é, o biodiesel puro
(BRASIL, 2008).

Percebe-se assim, que devido a atual circunstancia de expanséo de oferta e demanda de
biodiesel, os projetos de pesquisa e desenvolvimento sdo extremamente relevantes para
viabilizar métodos mais eficientes, que resultem na diminuicdo de custos de producdo e em

produtos com maior qualidade.

2.3 - Biodiesel no Brasil

E significativo destacar que o consumo de petréleo tem se intensificado nos Gltimos

anos. O Anuario 2012 da ANP constatou que em 2011, o consumo mundial de petréleo foi 0,7%
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superior a 2010, totalizando 88,03 milhdes de barris/dia. Essa situacdo reflete um modelo
cultural econdmico baseado na exploragdo de combustiveis fosseis para suprir a matriz
energética contemporanea.

Contudo, é imperativo ponderar que a combustdo secundéria a utilizacdo dos derivados
de petroleo gera diversos impactos negativos ao meio ambiente e sociedade incluindo a
intensificacdo do aquecimento global devido a emissédo de gases estufa; alteracdo da
composicao fisico, quimica e biolégica do ar; como também, promocao de diversos problemas
de salde, abrangendo complicacdes pulmonares e cardiovasculares (BARBOSA et al., 2012;
MENDES & RODRIGUES FILHO, 2012). Desta forma considerando as estimativas negativas
acerca do uso petréleo, o Brasil vem desenvolvendo tecnologias voltadas para produgdo e uso
de fontes renovaveis de energia (KOHLHEPP, 2010).

O Programa Brasileiro de Biocombustiveis criou, através da Portaria MCT 702 de 30
de outubro de 2002, o Programa Probiodiesel que, juntamente com o Prodalcool, firma-se como
uma forte perspectiva na matriz energetica brasileira (NASCIMENTO et al., 2007).

A sociedade contemporanea se encontra, entdo, diante de um novo conjunto de fatores
sociais, politicos, econdmicos e tecnologicos capazes de transformar, com grande magnitude, a
maneira com a qual o desenvolvimento é produzido, aperfeicoado e compreendido em nosso
meio.

Sendo assim, diante da necessidade de expansdo da matriz energética mundial, trazem-
se como alternativa, os biocombustiveis, definidos como derivados de biomassa renovavel que
podem substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados de petrdleo e gas natural em
motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo de energia (AGENCIA NACIONAL DE
PETROLEO, GAS E BIOCOMBUSTIVEL, 2012).

Consoante a ANP, no Brasil, cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis
consumidos sdo renovaveis. Nos outros paises do mundo, 86% da energia vém de fontes
energéticas ndo-renovaveis. Diante dessa realidade energética, o Brasil se enquadra como
pioneiro mundial no uso de biocombustiveis (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA,, alcancando uma posicdo almejada por muitas na¢des que buscam fontes
renovaveis de energia como alternativas estratégicas ao petroleo.

A Lei n® 11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005, introduziu o biodiesel na matriz
energética brasileira e ampliou a competéncia administrativa da ANP, que passou desde entdo
a denominar-se Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis e assumiu as
atribuicdes de especificar e fiscalizar a qualidade dos biocombustiveis e garantir o

abastecimento do mercado, em defesa do interesse dos consumidores. A Agéncia também
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executa as diretrizes do Conselho Nacional de Politica Energética para os biocombustiveis
(AGENCIA NACIONAL DE PETROLEO, GAS E BIOCOMBUSTIVEL, 2012).

O Life Cycle Analysis (LCA) é uma ferramenta computacional utilizada com o intuito
de avaliar a sustentabilidade da produgdo de um biocombustivel. Este recurso é capaz de
explorar fatores que analisam as peculiaridades relacionadas aos beneficios referentes as
matérias-primas para producédo de biodiesel e determinam a sua acurécia no tocante & geragéo
de energia. Dessa maneira, 0 LCA fornece a base cientifica para avaliar a sustentabilidade
ecoldgica e econdmica de um biodiesel (DAVIS et al., 2008).

Assim, considerando o LCA no que concerne ao biocombustivel proveniente de
microalga enquanto matéria prima, pode-se apontar o estudo executado por Parvatker (2013)
assegura que a cultura de algas pode ser uma técnica de sequestro de CO> eficaz, ndo s6 porque
€ mais barata em comparagdo com as atuais tecnologias que estdo sendo exploradas, mas
também porque é capaz de gerar um combustivel renovavel.

Na comparacdo com o diesel de petrdleo, o biodiesel também tem significativas
vantagens ambientais. Estudos do National Biodiesel Board (associacdo que representa a
industria de biodiesel nos Estados Unidos) demonstraram que a queima de biodiesel pode emitir
em média 48% menos monoxido de carbono; 47% menos material particulado; 67% menos
hidrocarbonetos (AGENCIA NACIONAL DE PETROLEO, GAS E BIOCOMBUSTIVEL,
2012).

Ponderando as vantagens da producdo do biodiesel, ressalta-se compreender a
caracterizacao da producéo deste insumo no Brasil. A Figura 2.1 representa a evolu¢do mensal

da producéo em analise, a seguir:
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Figura 2.1 - Evolucdo mensal da producdo, da demanda compulséria e da capacidade
nominal autorizada pela ANP (2011).
Fonte: Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2011.

A Figura 2.1 ilustra que a ANP permite uma producdo significativa de biocombustiveis
no Brasil, considerando metas acima de 500.000 m? desse produto por més. Contudo, observa-
se que a producédo nacional ainda se encontra em quantidades inferiores aquelas preconizadas
pela referida agéncia de regulacdo. Desse modo, é possivel observar que as condicdes
estabelecidas pela ANP sdo favoraveis as tecnologias produtoras de biocombustiveis, e que o
cenario nacional apresenta demanda importante desse produto para o seu mercado.

A Figura 2.2 corrobora a realidade da produc¢édo dos biocombustiveis nacionais, quando

traz as relagdes de capacidade, de producdo e de demanda anual para o biodiesel.
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Figura 2.2 - Evolucdo anual da producdo, da demanda compulséria e da capacidade nominal

autorizada pela ANP

Fonte: Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2011.

Conforme interpretagdo do grafico, constata-se que a demanda de biocombustiveis

autorizada pela ANP assume evolucdo positiva a cada ano, o que se traduz no aumento da

capacidade acumulada, da producdo anual, assim como, na demanda compulsoéria de biodiesel.

Contudo, é perceptivel a necessidade de incrementar a producao de biocombustiveis.

As matérias primas mais utilizadas para a producao do biodiesel sdo retratadas na Figura

2.3.

Oleo de Soja
———GorduraBovina
Oleo de Algoddo

= Qutras Matérias-Primas

------

Figura 2.3 - Principais matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel (janeiro/2010 a

outubro/2011)

Fonte: Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2011.
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Consoante o gréafico em estudo, pode-se verificar as matérias primas que assumem
posicdo de destaque em relacdo a industria brasileira de biocombustiveis. Nota-se que o 6leo
de soja € responsavel por indices que atingem as marcas de aproximadamente 80%, de modo
que este cereal lidera a producdo nacional de biodiesel. Em segundo lugar, aponta-se a gordura
bovina (15%); e em seguida, o dleo de algodao, bem como “outras matérias primas”, os quais
assumem indices semelhantes (em torno de 3%). Este cenario demonstra a necessidade de
diversificacdo dos insumos que sdo empregados na aquisicdo do biodiesel nacional, e dessa
maneira, a inser¢do da microalga, por exemplo, pode contribuir para incrementar a producéo
devido as suas vantagens ambientais e competitivas sobre as matérias primas supracitadas.

Conforme Nascimento et al. (2009), existem diversos beneficios associados ao cultivo
de microalgas. Pode-se considerar as vantagens relacionadas a alta eficiéncia de converséo
fotossintética; ao fornecimento de uma producdo mais alta por hectare, quando comparadas
com outros tipos de culturas; a obtencéo da alta taxa de sequestro de CO»; a producéo continua
durante o ano, atingindo um alto rendimento na obtencéo de 6leo, com reduzido uso de agua;
aléem de uma variacdo da composicdo da biomassa e da quantidade de 6leo produzido por
alteracdo de parametros de cultivo.

A partir da comparacédo das microalgas com outras matérias primas produtoras de 0leo,
é possivel perceber que este microrganismo possui uma significativa produtividade sendo,
portanto, uma matéria prima capaz de se tornar a principal fonte produtora de biodiesel. Tal

afirmacéo pode ser ponderada a partir da Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Produtividade dos mais importantes cereais produtores de biocombustiveis

) L de éleo / (m2/kg de Produtividade
Fonte vegetal % Oleo / biomassa . Lo Biodiesel (Kg de
ha.ano biodiesel.ano) _, _, )
biodiesel / ha.ano)
Milho / mitho (Zea mays L.) 44 172 66 152
Canhamo (Cannabis sativa L ) 33 363 31 321
Soja (Glycine max L) 18 636 18 562
Pinhdo manso (Jatropha curcas L.) 28 74 15 6356
Camelina (Cameling sativa L) 42 915 12 809
Canola / colza (Brassica napus L.) 41 74 12 862
Girassol (Helianthus annuus L) 40 1070 11 946
Mamona (Ricinus commumis ) 48 1307 9 1156
Avzeite de dendé (Elaeis guineensis) 36 5366 2 4747
Microalgas (médio teor de oleo) 30 58700 02 51927
Microalgas (médio teor de 6leo) 30 97800 0.1 86513
Microalgas (alto teor de oleo) 70 136900 0.1 121104

Fonte: Mata et al. 2010
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Estudos foram desenvolvidos no intuito de converter lipidios, extraidos das microalgas
em biocombustiveis, substitutos ao combustivel fossil derivado do petroleo (BROWN &
ZEILER, 1993).

A biomassa proveniente das microalgas possui trés produtos metabolicos que mais se
destacam, sendo eles os carboidratos, as proteinas e os lipidios.

Segundo Chisti (2007), a maior parte do 6leo de microalgas estd na forma de
triacilglicerdis; os &cidos graxos presentes nas algas podem ser de cadeia curta e longa, sendo
que 0s acidos graxos de cadeia curta sdo ideais para a producao de biodiesel.

De acordo Gavrilescu & Chisti (2005), a ideia de usar microalgas como fonte de
combustivel ndo é nova. Contudo, para diferentes ambientes e espécies, a rentabilidade e
eficiéncia no uso de microalgas como matéria-prima para o biodiesel, a possibilidade de utiliza-
las com esta finalidade foi recentemente demonstrada (SANCHEZ MIRON et al, 2003 apud
NASCIMENTO et al., 2009).

Conforme a literatura, (SHEEHAN et al., 1998; CHISTI, 2007; ROSENBERG et al.,
2008; RODOLFI et al.,2009) a capacidade de producao de biodiesel a partir de microalgas em
comparagdo com outras matérias primas disponiveis destaca-se por varias vantagens sendo as

principais:

A cultura de microalgas podem utilizar solo impréprio para o cultivo de plantas

terrestres, desta forma ndo ha competicao de solo para a agricultura.

e O cultivo de microalgas consome menos agua para o cultivo de oleaginosas, ja que a
agua pode ser reaproveitada em um start up de um novo cultivo microalgal. Além desta
vantagem existem espécies de microalgas marinhas que crescem em agua do mar, que
¢ inadequada para consumo humano;

e E possivel combinar a producdo de biomassa com a fixacdo de dioxido de carbono
(CO2) liberados nos processos industriais. Este sistema fornece um acréscimo da
produtividade de biomassa microalgal e com o decréscimo de CO> na atmosfera;

e O espaco de tempo entre cultivo e colheita das microalgas é menor do que das plantas
terrestres, e em determinadas regides do planeta é possivel produzir durante todo o ano;

e As microalgas sdo organismos mais simples quando comparado as oleaginosas, que

podem ser divididas em diferentes partes (frutos, folhas, sementes e raizes) com

composicdes variadas.
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De acordo com a literatura (FRANCO et al., 2013) percebe-se que o cultivo de
microalgas tem sua relevancia na area de producéo de biocombustiveis devido seu significativo
potencial energético, associado ao fato de ser uma fonte de energia limpa e por contribuir
significativamente para areas de pesquisas biotecnoldgicas intermediadas pela Engenharia
Quimica. E visto que os estudos laboratoriais contribuem de forma significativa para uma
tentativa de ampliacdo de escala dos projetos, de forma a minimizar os custos de producéo desta
fonte alternativa de energia.

2.4 - Microalgas e suas particularidades

As microalgas sdo organismos microscopicos fotossintetizantes que crescem
rapidamente e em diferentes condicdes ambientais devido a sua estrutura celular simples,
unicelular ou multicelular (MATA et al., 2010). As microalgas sdo mais eficientes do que as
plantas terrestres na conversdao de luz solar em energia bioquimica, atraves da producéo de
compostos organicos via processo fotossintético, sendo que a maioria das espécies apresenta
crescimento mais rapido que as plantas terrestres, possibilitando maior rendimento de biomassa
(VONSHAK, 1990; STEPHENSON et al., 2011; CHISTI, 2013).

As plantas apresentam composicdo quimica diferenciada para cada Orgdo, ja as
microalgas unicelulares apresentam a mesma composi¢do quimica em toda a biomassa huma
cultura (RAVEN et al., 2001). Estes microrganismos sdo ainda fontes de macronutrientes,
vitaminas e elementos-traco que influenciam o valor nutricional de herbivoros aquaticos, pois
sdo ricas fontes de proteinas, carboidratos e especialmente acidos graxos essenciais (HOFF &
SNELL, 1987; WHYTE et al., 1989; VALENZUELA-ESPINOZA et al., 2002; ROCHA et al.,
2003).

A Tabela 2.2 apresenta o teor de lipidios e a produtividade de diferentes espécies de
microalgas, esses dados estdo em forma simplificada, ja que a produtividade € funcédo direta do
tipo de reator escolhido para o cultivo, assim como € um item dependente das condicdes de

cultivo para cada um dos microrganismos citados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 - Concentracédo de lipidios e produtividade de algumas classes de microalgas

Espécie de microalga marinha ou Teor de lipidios (% biomassa Produtividade de lipidios Produtividade por area de
de agua doce seca) (mg/L/dia) biomassa (g/m2/dia)
Ankistrodesmus sp. 24,0-31.0 - 11,5-17.4
Botryococceus braunii 25,0-75,0 - 3
Chaetoceros muelleri 33,6 21.8
Chaetoceros calcitrans 14,6 - 16,4/39.8 17.6
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3 -50,0 0,91-0,97
Chlorella protothecoides 14,6 -57.8 1214
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 44,7
Chlorella vulgaris 5.0-58.0 11,2-40 0,57 -0,95
Chlorella sp. 10.0 — 48,0 42.1 1.61-16.47/25.0
Chlorella pyrenoidosa 2 - 72,5/130,0
Chlorella 18.0 -57.0 18.7 3,5-13,9
Chlorococcum sp. 19,3 53,7
Crypthecodinium cohnii 20,0-51.1
Dunaliella salina 6.0—25.0 116 1,6 -3,5/20-38,0
Dunailiella primolecta 231 - 14
Dunaliella tertiolecta 16,7—-71,0
Dunaliella sp. 17.5-67,0 33.5
Ellipsoidion sp. 27.4 47.3
Euglena gracilis 14.0 — 20,0
Haematococcus pluvialis 25 - 10.2-364
Isochrysis galbana 7,0 —40,0
Isochrysis sp. 7.1-33,0 37.8
Monodus subterraneus 16 30.4
Monallanthus salina 20.0-22.0 - 12
Nannochloris sp. 20,0 — 56,0 60,9 - 76,5
Nannochloropsis oculata 22,7-297 84,0 —142.0
Nannochloropsis sp. 12.0-53,0 37,6 —90 1.9-5.3
Neochloris oleoabundans 29.0-65.0 90.0 — 134,0
Nitzschia sp. 16.0 —47.0 - 8.8-21.6
Qocystis pusilla 10,5 - 40,6 - 45,8
Paviova salina 30,9 49.4
Plaviova lutheri 35,5 402
Porphyridium cruentum 9.0 - 18,8/60,7 34,8 25
Scenedesmus sp. 19,6 -21.1 40,8 - 53,9 2,43 -13,52
Skeletonema sp. 13,3-31.8 27.3
Skeletonema costatum 13,5-51.3 17.4

Fonte: Mata et al., 2010

A composicdo das microalgas sdo fundamentalmente carboidratos, lipideos e proteinas.
As proporcdes de lipideos presente nesses microrganismos varia normalmente de 5% a 75% em
porcentagem de biomassa seca, dependendo da microalga em questdo, sendo que, as espécies
estudadas em sua maioria apresentam em torno de 20% a 50% de lipideos. Os triglicerideos das
microalgas conhecidas apresentam composic¢do em acidos graxos (14 a 22 atomos de carbono)
semelhante a dos Oleos vegetais usados na producdo de biodiesel (METTING, 1996;
SPOLAORE et al., 2006; MATA et al., 2010).
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2.4.1 - Isochrysis galbana

A microalga marinha Isochrysis galbana (Figura 2.4) foi escolhida em fungdo do seu
potencial de producéo de biomassa, teor de carbono e produtividade de lipidios (Picardo, 2012).
Falkowski & Raven (2007), classifica a Isochrysis galbana como uma microalga marinha,
unicelular, fitoflagelada pertencente a ordem das Chrysomonadales e a divisdo das
Primnesiofitas (Haptofitas). Esta espécie € rica em 4&cidos graxos poliinsaturados,
proporcionando boas caracteristicas nutricionais e crescimento acelerado, sendo muito utilizada
em aquicultura (LOURENCO, 2006; WOOD, 1974).
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Figura 2.4 - Isochrysis galbana.

Com o intuito de relacionar a microalga com os biocombustiveis e doravante utilizar-se
dessa relacdo com a produtividade, foi desenvolvida por Picardo (2012) inicialmente uma
metodologia de Screening de microalgas com resultados experimentais apresentados na
literatura. Segundo Picardo (2012), a metodologia de Screening baseia-se em informac6es da
literatura para 45 espécies de microalgas, compreendendo os dados de taxas de crescimento e a
da composicdo da biomassa. O método realiza uma anélise de elementos quantitativos de
processamento da biomassa, retornando ao fim 0os microrganismos mais aptos a serem utilizado

no processo de obtencdo do biocombustivel.
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2.4.2 - Biofixacéo de CO>

Sabe-se através do ciclo do carbono que 0s oceanos sdo responsaveis pela maior
absorcdo de CO. As plantas fotossintetizantes superiores do tipo C4, como a cana-de-agUcar,
sdo as maiores sequestradoras de carbono atmosférico terrestre, porém, as microalgas fixam
ainda mais carbono que esta classe de plantas (OHSE et al., 2009). A biofixa¢do do CO- por
microalgas ocorre durante a fotossintese, onde a energia solar é convertida em energia quimica
via oxidacdo da agua, reduzindo CO; e liberando oxigénio (O2) (SCHENK et al., 2008).

O processo fotossintético ocorre principalmente por duas fases, uma fase denominada
fase clara ou fotoquimica e a outra conhecida por fase escura. As reacfes da fase luminosa
envolvem a captura da energia luminosa e producdo de compostos ricos em energia, tais como
a Adenosina Triofosfato (ATP) e a Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato (NADPH),
sendo estes aproveitados na sintese de carboidratos nas reacOes de fixacdo de carbono. Esta
sintese encontra-se organizada nas membranas dos cloroplastos, formando unidades funcionais
chamadas fotossistemas I e Il (FSI e FSII).

A interacdo do FSI e FSII conduz a transferéncia dos elétrons, provenientes da fotélise
da agua (H20) a NADPH, e concomitantemente, a geracdo do gradiente de protons para a
sintese de ATP. Sendo assim, quando a molécula de agua for fragmentada, o oxigénio sera
liberado, dando origem ao O presente na atmosfera (BARSANTI & GUALTIERI, 2006 apud.
CHARGAS 2010).

A etapa quimica da fotossintese, fase escura, acontece no estroma dos cloroplastos
(algas eucaridticas) ou no citoplasma (algas procarioticas), sem necessitar de energia luminosa.
Esta fase utiliza a energia que foi acumulada no ATP produzido durante a fase fotoquimica. A
fixacdo do CO; e posterior transformagdo deste composto em glicose ocorre durante a fase
independente da luz por meio da incorporacdo dos hidrogénios cedidos pelas moléculas de
NADPH, formadas na fase clara. Percebe-se desta forma que a formacéo de carboidratos ndo
esta diretamente relacionado com a fase clara, mas precisa de dois produtos formados durante
a etapa luminosa: 0 NADPH e o ATP (BARSANTI & GUALTIERI, 2008, STRYER, 1992
apud CHARGAS 2010). A Figura 2.5 demonstra de forma simplificada como ocorre 0 processo

de fotossintese.
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Figura 2.5 - Diagrama simplificado do processo fotossintético.

O armazenamento da energia quimica gerada durante a fotossintese se da nas moléculas
como as de amido e os lipidios.

Segundo Becker (2004) a concentracao dos lipideos presentes na biomassa microalgal
pode variar entre 1 a 40% do peso seco (BECKER, 2004). As composicdes dos lipideos
provenientes desta fonte sao tipicamente compostas por glicerol, aglicares ou bases esterificadas
e acidos graxos contendo entre 12 e 22 carbonos, podendo ser tanto saturados quanto mono ou
poliinsaturados. A fracao dos lipidios com maior expressdo € composta basicamente por acidos
graxos, em algumas espécies, representam entre 25 e 60% dos lipidios totais (BECKER, 1988;
BROWN, 1991; BECKER, 2004; DERNER et al, 2006)

2.5 - Cultivos de Microalgas: Lagoas e Fotobiorreatores

Para o cultivo microalgal, alguns parametros sdo de extrema importancia e precisam ser
controlados a fim de favorecer o crescimento do microrganismo. Esses parametros sao a luz, o
tipo de agua, podendo ser doce ou salgada, o volume injetado no meio de diéxido de carbono,
a manutencdo dos sais inorganicos necessarios para a cultura, e ainda, a temperatura que devera
permanecer, geralmente, entre os 20°C e os 30°C na maioria das espécies de microalgas
(CHISTI, 2006).

Os principais sistemas utilizados para producdo de microalgas sdo as lagoas e 0s

fotobiorreatores. As lagoas mais empregadas sdo do tipo “Raceways Ponds”, conforme pode
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ser observado na Figura 2.6, que consistem de um tanque em canais com recirculacdo, dotados
de sistema de agitacdo com pa giratoria (PICARDO, 2012). Porém este modelo de cultivo
apresenta alguns problemas quando comparadas a fotobiorreatores (CHISTI, 2013), a
contaminagdo por microrganismos heterotréficos, a contaminagdo por outras algas e a
evaporacdo da agua utilizada no meio de cultivo, além de ser um processo onde variaveis como
0 pH, a temperatura e a pressdo parcial de oxigénio (pO2) sdo dificeis de serem controladas
(RECH, 2011).

Figura 2.6 - Cultivo de algas crescendo em tanques abertos em Israel.
Fonte: Jha, 2008.

Os fotobiorreatores fechados sdo sistemas mais flexiveis quando comparados aos
sistemas de cultivos abertos, devido sua capacidade de ser otimizados para atender as
caracteristicas fisioldgicas e bioldgicas do organismo que se pretende cultivar.

Normalmente os projetos de fotobiorreatores apresentam algumas vantagens
relativamente significativas aos sistemas abertos, tais como: melhor economia de agua; uso
controlado de energia e produtos quimicos; sustentacdo das condigcdes ideais de cultivo,
permitindo moldar as varidveis para a potencializacdo do crescimento e posterior acumulo de
biomassa; e a facilidade na manutencdo do meio a fim de evitar contaminacgdes (PULZ, 2001,
TREDICI, 2004; CHISTI, 2007).

Ainda em comparacdo com Raceways Ponds, os fotobiorreatores sdo mais dispendiosos,
principalmente se esse sistema for mantido com luz artificial, com maiores investimentos de
capital e custos operacionais. O que torna esse sistema viavel economicamente € a possibilidade
de producéo de insumos de elevado valor comercial pelas espécies cultivadas e pela captura de
CO2 (LOURENCGO, 2006).
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Portanto, a selecdo de espécies e de condicbes de cultivo para as espécies selecionadas,

em funcdo da quantidade e qualidade do dleo produzido, se constitui de etapas importantes para

a inovacdo, que consiste na producdo de biomassa algal como matéria prima para
biocombustiveis (BANERGEE et al., 2002; METZGER & LARGEAU 2005; GUSCHINA &

HARWOOD, 2006).

Um comparativo do modelo de cultivo e custo para implementacéo, baseado no tipo de

reator, pode ser analisado diretamente pela Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Comparacao dos sistemas de cultivos de microalgas raceways ponds (lagoa) e

fotobiorreator

Fotobiorreatores (sistemas

Parametros Lagoas (tanques abertos)

fechados)
Risco de contaminacéo Extremamente alto Baixo
Espaco requerido Alto Baixo
Perca de &gua Extremamente alto Insignificante
Perca de CO> Alto Insignificante
Qualidade da biomassa Baixa Alta

Variedade para o cultivo de

espécies

Flexibilidade de producéo

Reprodutibilidade dos
parametros de producéo
Controle do Processo

Padronizacao
Dependéncia do clima

Periodo até que a producéo
liquida ¢ atingida ap0s o
inicio ou interrupgdes
Concentracdo de biomassa

durante a producao

Possibilidade de cultivo
restrita para algumas poucas
espécies de algas

Mudanca de producéo entre
as variedades possiveis
Dificil, dependendo das
condicdes exteriores

Dificil

Muito dificil

Absoluta, producéo

impossivel com chuvas

Longa, aproximadamente 6-

8 semanas

Baixa, 0,1 - 0,2 g/L

Aproximadamente todas as
espécies de microalgas
podem ser cultivadas
Mudanca de produgéo sem
problemas

Possivel com certa
tolerancia

Facil

Possivel
Insignificante

Relativamente curta,
aproximadamente 2-4

Semanas

Alta, 2 - 8 g/L
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. Fotobiorreatores (sistemas
Parametros Lagoas (tanques abertos)
fechados)

Eficiéncia de tratamento do ]
Baixo Alto
processo

Fonte: Pulz, 2001.

Os cultivos que estao sendo estudados em fotobiorreatores visam alcangar o maximo de
producéo tolerado por estes microrganismos. O cultivo ocorre em um sistema fechado, que
pode ser na forma de placas planas ou em serpentinas, espirais ou cilindros, podendo ser
também cultivado em tubos de plastico, vidro ou policarbonato. Os cultivos realizados em
fotobiorreatores possuem melhores condi¢des de controle ja que é possivel ajustar as condicdes
de cultivo (concentracdo dos nutrientes, temperatura, iluminagéo, pH e outros.). Resultando em
aumento de produtividade, viabilizando a producdo comercial de uma série de compostos de
elevado valor (TREDICI, 2004).

2.5.1 - Principais Fotobiorreatores

2.5.1.1 - Fotobiorreator Tubular

O fotobiorreator fechado tubular (Figuras 2.7 e 2.8) é um dos modelos mais promissores
e é um dos mais usados para cultivos externos de microalgas. Normalmente, seu projeto pode
ser desenvolvido considerando a construcéo de dois compartimentos: compartimento de cultivo
e sistema de troca gasosa. O compartimento de cultivo, composto por tubos transparentes sao
construidos com tubos de vidro ou plastico e as culturas sdo recirculadas utilizando bombas ou
preferencialmente com sistemas “air lift”. Nessa secdo de cultivo do fotobiorreator ha
disponibilidade de luz possibilitando o crescimento. No sistema de troca gasosa é feita a
remocdo do O, gerado e o fornecimento de CO,. A transferéncia gasosa pode ser feita
passivamente, através de membranas permeaveis a gas, ou ativamente, através da injecéo de ar
utilizando tubos perfurados ou pedras porosas (CHAGAS, 2010; SUGAI, 2012).
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Coluna de gaseificacao

02, CO2, N2
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Nutrientes
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Figura 2.7 - Esquema simplificado de um fotobiorreator tubular;
Fonte: Adaptado de Satyanarayana et al. (2011).

rldR T owa el
Figura 2.8 - Fotobiorreator tubular com capacidade de 1000L na Universidade de Murdoch,
Austrélia.

Fonte: Chisti, 2007.
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2.5.1.2 - Fotobiorreator de coluna vertical

Os fotobiorreatores de coluna vertical se apresentam na forma de sistemas mais
compactos, de baixo custo e que se adequam a operacoes em larga escala (UGWU et al., 2008),
a Figura 2.9 apresenta o fotobiorreator. Segundo Sanchez et al. (2002) esse equipamento para
cultivo utiliza-se de colunas com aeracdo através do borbulhamento. Nas colunas de
borbulhamento, o ar é injetado na base provocando uma boa mistura e consequente aumento da
transferéncia de massa gas-liquido, aumenta o suprimento de CO> e a remocao de O pelo topo
(PICARDO, 2012). Chagas (2010) afirma que esse modelo de fotobiorreator oferece altas taxas
de transferéncia de massa, mistura eficiente com baixas tensdes de cisalhamento, baixo
consumo de energia, alto potencial para cultivos em larga escala, facilidade de esterilizacéo e
reducdo e fotoinibicdo da fotoxidacao.

Apesar das colunas verticais de borbulhamento serem de baixo custo e de facil operacao,
quando este fotobiorreator é projetado para escalas maiores ha um deficit devido a diminuigéo
da area iluminada, devido ao angulo relativo a direcdo do sol. Consequentemente, a este
aumento de escala, para que se tenha volume de cultura e alta taxa de transferéncia de gas, o
didmetro deve ser elevado, o que também diminui a area iluminada e, consequentemente, a
eficiéncia fotossintética, a solucao para este problema é o aumento da turbuléncia por sistemas
de aeracdo (UGWU et al., 2005).

Figura 2.9 - Fotobiorreator do tipo coluna
Fonte: Richard, 2008.
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2.5.1.3 - Fotobiorreator de placa plana

Devido a necessidade de se aproveitar o maximo de luminosidade durante um cultivo
de microalgas, esta cultura passou a ser conduzida em placas ou painéis. Quanto mais estreitos
forem esses painéis maior sera a razdo &rea iluminada/volume. Este modelo de fotobiorreator
pode ser observado na Figura 2.10. O proveito da mobilidade de inclinagdo desses tipos de
fotobiorreatores na dire¢do da fonte luminosa, garante a maior absorgdo de energia incidente
sobre o cultivo (HU et al., 2008; PICARDO, 2012).

O actmulo de oxigénio dissolvido nos reatores em painel é relativamente menor
comparado aos fotobiorreatores tubulares. Para o aumento de escala do fotobiorreator em placa,
varios compartimentos sao necessarios, o que implica em uma maior area (CHAGAS, 2010;
PICARDO, 2012).

Figura 2.10 - Conjunto de fotobiorreatores do tipo placas planas

Fonte: Guimaraes, 2012.

A Tabela 2.4 apresenta comparativamente os principais modelos de fotobiorreatores

discutidos neste trabalho.

Tabela 2.4 - Comparacéo entres os principais modelos de cultura de microalga

Sistema de Cultivo Vantagens LimitacOes

Projeto de instalacdo e Baixo controle das condigdes
Lagoas operacao relativamente de cultivo, dificil

econbmico, facil limpeza crescimento de culturas algas
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Sistema de Cultivo Vantagens Limitagdes

ap6s cultivo, bom para por longos periodos, baixa
cultivo de biomassa algal. produtividade ocupagdo de
grandes é&reas, limitado a
poucas espécies de algas,
facil contaminacéo por outras
espécies ou microrganismos.
Alta transferéncia de massa,
boa misturacom baixatensdo Pouca area  superficial
de cisalhamento, baixo iluminada, construcéo requer
Fotobiorreatores de coluna consumo de energia, alto materiais sofisticados, e
vertical potencial de aumento de apresenta decréscimo de
escala, facil esterilizagdo, superficie iluminada em caso
reducdo da fotoinibicdo e de aumento de escala.
fotoxidacéo.
Grande area superficial O aumento de escala requer
iluminada, possibilidade para muitos compartimentos e
) culturas  outdoor, boa material de suporte,
Fotobiorreator de placas o ) N
produtividade de biomassa, dificuldade no controle da
facil limpeza, baixo acimulo temperatura. AcUmulo de
de oxigénio. biomassa na parede.
Gradientes de pH, oxigénio
L dissolvido, CO2 nao
Grande superficie iluminada, _
o dissolvido ao longo dos tubos
) possibilidade para culturas _ .
Fotobiorreator tubular o (baixa taxa de transferéncia),
outdoor, boa produtividade ] .
_ acumulo de biomassa na
de biomassa. _
parede, tubos na horizontal

ocupam grandes areas.

Fonte: Ugwu et al., 2008.

Dentre os sistemas apresentados, o fotobiorreator com tubos verticais formando uma
grade é o sistema mais promissor, pois ocupa menor area quando comparado com 0s tubos

horizontais e as placas paralelas, que tém alta produtividade (PICARDO, 2010).
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O modelo utilizado neste trabalho se aproxima em forma do fotobiorreator de coluna
vertical com borbulhamento, j& que suas caracteristicas sdo ideais para o estudo laboratorial.

Entretanto, para que a microalga apresente um crescimento satisfatorio, é de grande
relevancia que ela esteja inserida em um meio de cultivo estéril com condices fisico-quimicas
controladas. Para tanto, geralmente realiza-se a desinfeccdo deste meio através da

autoclavagem.

2.6 - Tratamento do meio de cultivo

Os métodos de desinfeccdo tém como finalidade a destruicdo ou inativacdo de
organismos indesejaveis. Segundo Cubillos (1981), esses organismos podem sobreviver na
agua por varias semanas, em temperaturas proximas a 21°C e, em alguns casos, por varios
meses, em baixas temperaturas. Entretanto, Rossin (1987) afirma que a temperatura ndo é o
unico fator que influencia a sobrevivéncia desses organismos na agua, mas também outros
aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e morfoldgicos, tais como: pH, turbidez, oxigénio, nutrientes,
competicdo com outros organismos, resisténcia a substancias toxicas e habilidade na formacéo
de esporos. Durante o processo de desinfeccdo necessariamente ndo ocorre a destruicdo
completa de todas as formas vivas, apesar de que em alguns procedimentos essa pratica seja
levada até o ponto de esterilizacao.

Dentre os produtos usados para desinfeccdo, o mais amplamente utilizado para a
purificacdo da agua é o cloro devido a sua disponibilidade como gas, liquido ou solido; por ser
um componente pouco oneroso; possuir facil aplicabilidade em detrimento a sua alta
solubilidade; ter seu residual em solucdo de concentracdo facilmente determinavel - o que
protege o sistema de distribuicdo; e por ser capaz de destruir a maioria dos microrganismos
patogénicos (SOUSA, 2009). E importante destacar que conforme afirma Antoniolli et al.
(2005), as substancias que possuem cloro em sua composicao sdo germicidas de amplo espectro
de acdo, que reagem com as proteinas da membrana das células microbianas, interferindo na
conducdo de nutrientes e originando a perda de elementos celulares. Meyer (1994) assegura
ainda gue inicialmente o cloro para desinfeccdo da agua ocorreu por meio da aplicacdo do
hipoclorito de sédio (NaOCI), adquirido pela decomposicao eletrolitica do sal.

Os desinfetantes a base de cloro reagem rapidamente com a matéria organica, sendo que

0 grau de inativacdo seré proporcional a quantidade de material presente. Desta forma, durante
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0 processo de desinfeccdo € crucial que a quantidade de cloro presente na solucdo seja alta o
suficiente para satisfazer a demanda de inativagdo dos microrganismos (cloro consumido pela
carga organica presente) (LENGERT, 2008).

O NaClO € um sal do &cido hipocloroso, e quando em solucéo, separa-se parcialmente

nos ions Na* e nos ions OCI', conforme segue reagdo abaixo:

NaOCl + H,0 & Na* + 0Cl™ + H,0 (2.1)
Na* 4+ 0Cl™+ H* + OH™ < HCIO + NaOH (2.2)

Enquanto uma porcéo substancial hidrolisa-se em hidrdxido de sodio, a outra porgéao €
convertida em acido hipocloroso. Este ultimo tem alto poder oxidante, assim como 0 anion
hipoclorito, e € o responsavel pelo efeito alvejante. Sua carga negativa impede que haja difuséo
atraves da parede celular das bactérias e microbios, fazendo com que este seja um desinfetante
fraco. Entretanto, o &cido hipocloroso, que se encontra em equilibrio com o ion hipoclorito,
devido a carga neutra e ao pequeno tamanho molecular, difunde-se facilmente pela parede
celular das bactérias. A mudanga no potencial de oxidag&o-redugédo da célula originada pela
presenca do &cido hipocloroso desativa a enzima triose fosfato desidrogenase. Esta enzima (ou
a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase/GAPDH) é essencial para a digestdo da glicose e
também ¢ individualmente sensivel a presenca de agentes oxidantes. A inativacdo desta enzima
destroi com eficacia a habilidade do organismo de funcionar (SILVA, 2007).

Desta forma, com o intuito de desonerar o processo produtivo de biocombustivel obtido
a partir da biomassa proveniente de microalgas, € possivel substituir o processo comumente
usado para desinfeccdo do meio de cultura pela utilizacdo do hipoclorito de sédio como agente

desinfetante.

2.7 - Métodos de extracdo de 6leo de microalga

De acordo com Pereira et al. (2012), embora a extracao lipidica nas microalgas seja
relativamente facil de ser executada, sdo usados varios processos para aumentar a eficiéncia e
o rendimento. A fim de aumentar a extracao desses lipidios, o 6leo pode ser removido por
processos quimicos utilizando solventes como éter ou hexano. A aplicacdo de enzimas é mais

um artificio de extracdo eficaz, que torna o fracionamento do 6leo mais simples.
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A conversdo de biomassa residual da microalga em biocombustivel é tdo importante
quanto a extracdo lipidica para gerar biodiesel. Fundamentalmente o processo extrativo é uma
parte do processo de obtencdo do biodiesel que possivelmente ird determinar a sustentabilidade
em virtude do elevado custo financeiro. Em geral, os métodos de extracdo abrangem duas
classificagbes: 0s métodos mecéanicos e os métodos quimicos (ARAUJO et al., 2012).

A extracdo mecanica é a operacdo de separacdo de liquidos de sélidos pela aplicacao de
forcas de compresséo e a premissa fundamental desta operacéo é o maximo isolamento de 6leo,
0 que determina uma minima quantidade de matéria graxa no residuo e perdas minimas
posteriores na purificacdo (RITTNER, 1996).

Os processos de extracdo quimica sdo aqueles em que sdo empregados solventes
quimicos ou fluidos supercriticos para a retirada do 6leo presente na biomassa microalgal. Em
alguns casos, a combinacdo dos dois métodos acima descritos para o procedimento extrativo
podem alcancar eficiéncias de até 95% de retirada do 6leo presente na biomassa (KOWALSKI,
2010).

Apo0s a obtencdo do 6leo proveniente de microalgas, a obtencéo do biodiesel parte do
processo de transesterificacdo do 6leo, onde emprega-se um alcool e um catalisador com intuito
de reagir os triacilglicerideos presentes na amostra (CARVALHO JUNIOR, 2010).

E importante ressaltar que a retirada de lipidios, acrescida da converso de biomassa em
outros combustiveis, torna o0 processo com um rendimento proximo a 100% e as microalgas
como um dos organismos mais eficientes na geracdo de combustiveis ndo fosseis (PEREIRA et
al., 2012).

2.7.1 - Transesterificacdo

Biodiesel é uma mistura de alquil ésteres de &cidos graxos, obtidos pela
transesterificacdo de dleos ou gorduras. Quando este produto € de origem vegetal ou animal,
normalmente sdo compostos por 90-98% de triglicerideos e por uma pequena quantidade de
monoglicerideos, diglicerideos e &cidos graxos livres, além de quantidades residuais de
fosfolipidios, fosfatideos, carotenos, tocoferdis, compostos de enxofre e agua (AMARO et al.,
2011).

A transesterificacdo é usado para descrever um grupo de reacfes organicas onde um

éster é transformado em outro por meio da permuta do residuo alcoxila, esta é uma reacéo
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quimica em maltiplos passos - incluindo as etapas de hidrélise reversiveis em série, em que
triglicéridos sdo convertidos para diglicéridos, em seguida, diglicéridos sdo convertidos para
monoglicéridos e, finalmente, monoglicéridos s&o convertidos a &cidos graxos e glicerol (como
subproduto) (SCHUCHARDT et al., 1998; VOLLHARDT & SCHORE, 2004; AMARO et al.,
2011).

A reacdo de transesterificacdo pode ser realizada em meio &cido ou bésico e tendo
normalmente um &lcool empregado como solvente, o que favorece a formag&o deste novo éster.
Esse processo de transesterificacdo € denominado alcodlise. Contudo, a presenca de um
catalisador (acido ou base) acelera consideravelmente esta conversao, como também contribui
para aumentar o rendimento da mesma (SCHUCHARDT et al., 1998; MEHER et al., 2006).

Genericamente, a reacdo de transesterificacdo pode ser representada conforme mostra a
Figura 2.11.

a) Q 0
R—C—0OR; + R,—OH R—C—OR, + R{—OH
éster 1 alcool 1 éster 2 alcool 2
b) H,C—OCOR;, R1COOR4 H,C—QOH
catalisador +
HC—OCOR, + 3 R4—O0OH — Ro,COOR; + HC—OH
+
H,C—OCOR;3 R3COOR, HC—OH
Triacilglicerideo Mistura de Glicerol
ésteres

Figura 2.11 - a) Reacdo geral para uma reacdo de transesterificacdo; b) Reacdo geral da
transesterificacdo de um triacilglicerideo.
Fonte: Geris et al., 2007.

Existem diversas rotas possiveis de catalise para a reacdo de alcoolise (CORDEIRO,
2008; SCHUCHARDT et al., 1998), como por exemplo reacfes utilizando resina i6nica
(resinas catidnicas fortemente &cidas), argilominerais ativados, hidroxidos duplos lamelares,
superacidos, superbases e enzimas lipoliticas (lipases). Sendo que este trabalho visara apenas o

processo de transesterificacao in situ.
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2.7.1.1 - Transesterificago in situ

Uma alternativa ao processo de transesterificagdo convencional, que tem o potencial
para reduzir os custos de processamento da etapa final na producdo de biodiesel, é a
transesterificacdo in situ, esta rota consiste na transesterificagdo direta da biomassa como fonte
de triacilglicerdis. Este processo facilita a conversdo de acidos graxos para alquil ésteres
diretamente no interior da biomassa, eliminando a etapa de extracdo com solvente. A alc6olise
do 6leo diretamente da biomassa conduz a um rendimento em biodiesel maior do que a extracao
convencional e a geracdo de residuos é reduzida, tornando-se economicamente mais vantajosa
(AMARO et al. 2011; GAMA et al., 2010).

Harrington & D’arcy-Evans (1985) demonstrou que a alcoolise direta do oleo da
biomassa quando correlacionada a rota convencional apresenta valores maiores de rendimentos
de biodiesel. Usando o método in situ Harrington & D’arcy-Evans (1985) alcangaram um
aumento no rendimento em biodiesel de ate 20 % em relagcdo ao método convencional. Segundo
estes autores essa melhoria foi possivelmente relacionada a melhor acessibilidade do acido
utilizado na reacdo ao 6leo da biomassa.

Segundo Pereira et al. (2012), e possivel encontrar na literatura efeito de importantes
variaveis na reacao para producéo de biodiesel. Conforme este autor, a transesterificacdo in situ
sob catalise acida é efetuada a partir de acidos graxos provenientes de biomassa algal, ja que
catalise basica ndo € recomendada para Oleos provenientes de microalgas, devido a
caracteristica acida do mesmo, onde os resultados descritos sugerem que um aumento na
quantidade de alcool e um aumento da temperatura de reacdo levam a um melhoramento da
conversao de ésteres metilicos oriundos de acidos graxos.

O método de transesterificacao in situ ja é utilizado por empresas de grande porte, como
a Petrobras, a qual produz biodiesel etilico a partir de sementes de mamona no polo de
Guamaré-RN (GAMA et. al., 2010).
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3. Metodologia

Os experimentos realizados na Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)
tiveram o intuito de produzir biomassa a partir de microalga. O trabalho também abrangeu a
analise de comportamento e desempenho da microalga Isochrysis galbana a fim de caracterizar
este microrganismo como uma potencial fonte de biodiesel. O desempenho da microalga foi
avaliado atraves de testes de qualificacdo das caracteristicas do biodiesel obtido a partir da
biomassa proveniente da cultura presente em um fotobiorreator.

Também foram realizados experimentos que visavam a quantificacdo da capacidade de
producdo de lipidios em relacdo a biomassa produzida, assim como a substituicdo da etapa de
autoclavagem do meio, com intuito de minimizar os custos para o preparo inicial do cultivo da

microalga Isochrysis galbana.

3.1 - Microrganismo

As culturas laboratoriais foram realizadas utilizando a microalga Isochrysis Galbana
proveniente do laboratorio de Hidrorrefino, Engenharia de Processos e Termodinamica
Aplicada (H2CIN) da Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

A classificacdo taxonémica desta microalga é dada por Falkowski & Raven (2007):
Dominio: Eukarya, Império: Eukaryota, Reino: Chromista, Subreino: Euchromista, Diviséo:
Haptophyta, Classe: Prymnesiophyceae, Ordem: Isochrysidales, Género: Isochrysis, Espécie:

Isochrysis galbana.

3.2 - Meio de Cultivo

O microrganismo foi cultivado em meio /2 modificado (Guillard 1975), sem a solucao
de silicato, conforme discriminado na Tabela 3.1. Foi utilizada agua de mar sintética
(LOURENCO, 2006) enriquecida com nutrientes inorganicos. Tanto a agua do mar sintética

quanto as solucGes estoque de meio foram previamente filtradas em membrana de celulose de
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porosidade 0,22um (exceto a solu¢do de metais), dentro de cdmara de fluxo laminar a fim de
evitar contaminacao por bactérias e fungos, e esterilizadas em autoclave a 121° C e 2 atm por
30 min (exceto a solucdo de vitaminas). Em seguida, foram adicionadas ao volume de &gua do
mar sintética as solugdes de nitrato (NaNO3), fosfato (NaH2PO.), traco de metais (CoCly,
CuSOs4, MnCl;, Na:MoOs4, ZnSOs, FeCls e EDTA) e vitaminas (tiamina, biotina e

cianocobalamina).

Tabela 3.1 - Composicdo do meio f/2 modificado de Guillard (1975), para culturas de

microalgas marinhas.

1. Solucdo de Nitrato
NaNOs 75mgL*
(Adicionar 1 ml da solucéo para cada litro

de agua do mar)

2. Solucéo de Fosfato
NaH,PO,. H,0 5mgL?
(Adicionar 1 ml da solu¢éo para cada litro

de agua do mar)

3. Solucéo Traco de Metais

Na2EDTA 436 mgL*
FeClz 6H.0 3,15mgL*
CuS04.5H,0 0,001 mg L™
ZnS04.7H,0 0,002 mg L™
CoCl,.6H,0 0,001 mg L™
MnCl,.4H,0 0,18 mg L™

(Adicionar 1 ml da solu¢éo para cada litro

de agua do mar)

4. Solugdo de Vitaminas

Tiamina 1mglL?
Biotina 0,005 mg L™
Vitamina B12 0,005 mg L™

(Adicionar 0,1 ml da solucgéo para cada

litro de 4gua do mar)
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3.2.1 - Aclimatacédo prévia

A microalga foi previamente aclimatada as condi¢des de cultivo. Essa etapa durou em
torno de 20 dias. Para aclimatacdo, as células foram cultivadas em frascos erlenmeyer de 500
mL dentro do fotobiorreator, o volume preenchido de cada frasco era de 250 mL de meio de
cultivo. Esta cultura foi utilizada na fase de crescimento exponencial tardia como cultura

iniciadora para o cultivo.

3.3 - Condicdes de cultivo

Apos periodo de aclimatacdo as condicdes de cultivo, a suspencdo de microalgas foi
empregada como indculo sempre na fase exponencial de crescimento para o desenvolvimento
em erlenmeyer com capacidade de 3,0 L, sendo 6 erlenmeyers com volume de cultivo de 2 L,
onde o volume total de trabalho foi de 12 L.

Os cultivos experimentais foram realizados no Laboratorio do Nucleo de Pesquisa em
Petrdleo e Gas (NUPEG) da UFRN. As microalgas foram cultivadas em erlenmeyer de vidro
com capacidade para 3,0 L, sendo empregados 2,0 L de meio de cultura, em batelada. As
culturas foram mantidas com agitacdo (aeracdo) constante (bombas aeradoras de 6 W,
capacidade de 4,5 L min™?) e iluminagdo artificial (lampadas fluorescentes, correspondente a
100 pE/m?/seg), em sala climatizada a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h. A concentragio

inicial de inoculo foi de 70000 células/mL.

3.3.1 - Cultivo em batelada

Com o objetivo de densificar a cultura para aumentar a producdo de biomassa, 0S
cultivos eram realizados em forma de batelada alimentada.
Os cultivos em batelada foram realizados em periodo de 15 dias. A adicdo de todos os

nutrientes tornou-se necessaria para que o crescimento ndo fosse limitado pela falta de algum
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outro nutriente. Essa reposicdo de nutriente foi realizada diariamente com excecdo dos finais
de semana.

Ao final dos cultivos, a biomassa foi separada por centrifugacdo, onde o concentrado
foi levado para secagem em estufa a 60° C por um periodo de 24 h. A biomassa seca foi entdo
macerada para que fosse formado um p6 fino, o qual foi o objeto de obtencéo do nosso biodiesel.
A obtencédo do biocombustivel s6 foi realizada experimentalmente apds acimulo de biomassa
seca e triturada proveniente do fotobiorreator ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Fotobiorreator cultivo indoor.

3.4 - Acompanhamento do crescimento celular

O desenvolvimento da microalga foi acompanhado por contagem direta em microscépio
Optico. Essa técnica quantifica o numero de células por unidade de volume de cultivo
(células/mL). As células foram contadas em microscépio fazendo uso de uma camara de
Neubauer para este procedimento (ROEHE, 2013). O procedimento de contagem constava em

coletar 3,0 mL da cultura previamente homogeneizada e preservar com 25 uL de Lugol Acético.
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Em cada contagem, pelo menos 400 células foram quantificadas, envolvendo margem de erro
de 10%. A quantidade de células contada foi multiplicada pelo fator correspondente a &rea de
contagem para obtencdo do valor final dado em células/mL (ROEHE, 2013).

A anélise de crescimento celular foi acompanhada em dois momentos: para o
experimento de teste de concentragdo de hipoclorito, com o intuito de desinfeccdo do meio e
retirada da etapa de autoclavagem; para o experimento de acumulo de biomassa, com o intuito

de producéo de biocombustivel.

3.5 - Desinfecgdo da cultura microalgal

O estudo foi esquematizado em relacdo ao tempo de cultivo versus o crescimento
microalgal em interface a quantidade volumétrica de hipoclorito de sodio inserido em cada
cultura. Os experimentos foram executados com trés repeticoes.

Para a realizacdo dos experimentos de desinfeccdo, o meio de cultivo utilizado foi o
meio /2 Guillard (1975) para as especies marinhas (Tabela 3.1). As culturas foram mantidas
com agitacdo (aeracdo) constante (bombas aeradoras de 6 W, capacidade de 4,5 L min?) e
iluminacéo artificial (lampadas fluorescentes de 20 W) dentro de um fotobiorreator fechado.
Foi utilizada agua do mar sintética enriquecida com nutrientes inorganicos, de modo que uma
porcdo com 1000 g de agua do mar contém em média 35 g de sais. O cloro é o ion com maior
concentracdo em massa, seguido do sdédio. Esses dois ions sdo 0s componentes basicos do
principal sal inorganico presente na &gua do mar (LOURENCO, 2006). Para o preparo da agua
do mar sintética foram utilizados 35 g de sal marinho para cada 1 L de agua destilada
(CHAGAS, 2010).

O fotobiorreator possui uma area interna de 0,8 m2 por 0,4 m de altura. Os meios de
cultivos de dois litros foram inseridos em erlenmeyer de trés litros, conforme ilustrado na Figura
3.2.
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Figura 3.2 - Fotobiorreator.

Os experimentos foram realizados variando-se a concentracdo inicial de hipoclorito de
sodio, com uma concentracao de 2,5% de cloro ativo em dgua. Apds o preparo da agua do mar,
na etapa de preparo do meio de cultivo, foram adicionadas solugdes com concentragdes variadas
do hipoclorito de sédio em relacdo ao volume inicial da cultura de microalgas. O meio entdo
foi deixado em repouso por um periodo de 48 h a fim de garantir a acdo desinfetante do cloro,
para que em seguida fosse realizado o in6culo inicial de microalgas, cuja concentracao inicial
foi de 7x10* células/ml.

As relagdes de volume de hipoclorito por volume de meio de cultivo (v/v) foram
estudadas nas seguintes porcentagens: 10%, 5%, 1%, 0,1% e 0,01%. Um experimento em
branco (sem adicdo de hipoclorito e com agua deionizada e autoclavada) foi realizado para
analisar comparativamente o crescimento dos meios. Os ensaios tiveram duracéo total de sete
dias, onde diariamente eram coletadas amostras das culturas para contagem celular, fazendo

uso de uma camara de Neubauer para este procedimento (ROEHE, 2013).

3.6 - Obtencéo e preparacéo da biomassa para transesterificacéo

Ap6s 15 dias de cultivo, todo o volume do fotobiorreator foi centrifugado dentro de
tubos de ensaio tipo falcon de 50 mL com velocidade de 2500 RPM durante 5 minutos. Essa

etapa visa a separacdo da biomassa presente no meio de cultivo.
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Apos a centrifugacdo, todo o sobrenadante foi descartado e a biomassa presente nos
tubos falcons foi recolhida em dois béquer de 100 mL e levados para secar em estufa, a 60 °C
por 24 h. A biomassa seca foi entdo recolhida e triturada em um gral e pistilo, em seguida
armazenada para posterior andlise e transesterificacdo. O processo para obtencdo e

transesterificacdo da biomassa foi realizado conforme demonstra a Figura 3.3.

Preparodo Meio - =
de Cultivo Centrifugacéo

Separacao das
Fases

Reacédo de
Transesterificacdo

Recuperagidodo Alcool
do Biodiesel

_Recuperacédodo
Alcool da Glicerina

Destilagdo da Purificacédo do

Biodiesel

Glicerina
Residuo Glicérico BIODIESEL

Glicerina
Destilada

Figura 3.3 - Fluxograma de obtencéo do biodiesel.
Fonte: Adaptado de Albuquerque, 2006.

A Tabela 3.2 demonstra em ordem sequencial, os procedimentos de obtencdo de

biodiesel.

Tabela 3.2 — Procedimento experimental para producéo de Biodiesel.

12 Etapa Foi aplicado fotoperiodo de 12 horas, onde a fonte luminosa foi acionada

as 8:00 horas e desligada as 20:00 horas, diariamente;

2% Etapa O meio foi coletado no ultimo dia de cultivo e posteriormente

centrifugado;

3% Etapa A porcdo sobrenadante foi separada da biomassa;
48 Etapa Ap0s separacdo, a biomassa foi encaminhada para estufa para secagem;
5% Etapa A biomassa seca passou por processo de transesterificacdo para obtencao

do biocombustivel;
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62 Etapa O combustivel foi levado para analise de suas propriedades para futura

comparagéo.

3.7 - Procedimentos de obtencédo e quantificacdo de lipidios

O teor de lipidios totais foi determinado pelo método de Folch et al. (1957). Foi
preparado inicialmente duas amostras, uma contendo apenas metanol e outra contendo apenas
cloroférmio, em um volume total de 15 mL para a soma dos volumes das duas amostras
separadas, na proporc¢do de 2:1 cloroférmio-metanol (v/v).

Foram coletadas das amostras secas em torno de 100-120 mg, e submetidas a
homogeneiza¢do em vortex, em um tubo de ensaio contendo pérolas de vidro. Em seguida,
adicionou-se 4,0 mL de agua deionizada aos tubos. A mistura biomassa mais agua foi agitada
em vortex por 10 min. Adicionou-se, entdo, 5 ml de metanol, agitando-se por 2 min. A seguir,
10 mL de cloroformio foi acrescentado a mistura seguindo-se de agitagdo por 5 min. A amostra
com os solventes foi filtrada em papel de filtro e o filtrado, recolhido em proveta com tampa.
O residuo foi lavado com 5 mL de metanol e 10 mL de cloroféormio. O volume da proveta foi
medido e foi adicionado ¥4 deste volume de cloreto de potassio (KCI) 0,88%. Apds a separacao
das fases, a fase superior foi descartada por aspiragdo. Ao volume restante, foi adicionado % do
volume da mistura metanol/agua (2:1), novamente a fase superior foi descartada. A fase
cloroférmio foi filtrada em papel de filtro contendo sulfato de sodio anidro; o filtrado foi
recolhido em frasco de vidro e evaporado em estufa a 40 °C. Apoés a evaporacdo do solvente,
os lipidios extraidos foram ressuspensos em 5 mL de cloroférmio e a massa de lipidios foi
determinada por gravimetria (LOURENCO, 2006)

Para maior precisdo do processo foi introduzido cuidadosamente cloroformio (< 5,0 mL)
no baldo com amostra seca. Uma aliquota de 1 mL da solucéo do passo anterior foi transferida
para um vidro de reldgio pre-pesado para determinacdo dos lipidios totais por gravimetria, apos
evaporacdo total do solvente em estufa. Como a pesagem foi feita a temperatura ambiente, 0s
vidros de relégio foram esfriados dentro de um dessecador contendo gel de silica. A quantidade
real de lipideos da amostra corresponde a multiplicacdo da massa obtida por 5 e pela divisdo do

volume retirado da amostra para quantificacdo dos lipidios.
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O restante da amostra de lipideos foi guardado em fracos pequenos, recebendo antes um
jato de nitrogénio para eliminar o oxigénio do ar contido no frasco e evitar oxidagdo das
amostras. Os frascos foram hermeticamente fechados e mantidos em freezer a 18 °C.

3.7.1 - Andlises e caracterizacgdes

3.7.1.1 - Transesterificacdo da biomassa e analise de ésteres totais

Para o processo de transesterificagdo da biomassa, foi utilizado o protocolo de Lewis et
al. (2000). As amostras de biomassa secas e trituradas foram transesterificadas adicionando-se
6 mL da mistura metanol/acido cloridrico/cloroférmio (10:1:1, v/v) e levando a banho
termostatizado a 90 °C por uma hora. A amostra foi mantida a -20 °C até inje¢cdo no
cromatografo. A identificacdo dos ésteres metilicos foi feita mediante comparagdo do tempo de
retencdo com padrdes previamente injetados, seguindo procedimento laboratorial do
Laboratorio de Tecnologia Supercritica e Biodiesel da UFRN, conforme Azevédo (2013).

O equipamento utilizado nesta andlise foi um cromatografo gasoso da marca
SHIMADZU modelo GC - 2010 Plus AF, que apresenta um detector de ionizagdo por chama e
coluna capilar 5% diphenyl / 95% dimethyl polysiloxane (30 m, 0,25 mm, 0,25 um) modelo
RTX. A programacéo para analise seguiu as seguintes configuracdes: temperatura da coluna de
110 °C-220 °C (variacdo de 8 °C por minuto); volume de inje¢do: 1uL; razdo de split: 1:50; o
gas de arraste utilizado foi o nitrogénio; temperatura do injetor: 220 °C; temperatura do
detector: 240°C; tempo de corrida: 25,5 min e velocidade linear: 22,9 cm/s.

Para a identificacdo dos picos de ésteres nos cromatogramas obtidos, foi utilizado uma
mistura de padrdo dos ésteres. A comparacdo foi feita pelos tempos de retencdo dos ésteres do
biodiesel e dos tempos de retencdo da mistura de padrdes. Esta primeira etapa refere-se a analise
qualitativa do biodiesel.

Seguindo a norma STANDARD UNE-EM 14103, foi necessaria a injecdo do padrdo
interno heptadecanoato de metila para quantificar os ésteres. Para a injecdo, foi realizada a
seguinte metodologia: 100 mg do biodiesel foram colocados em um baldo de 10 mL e
completado com n-hexano. Foi transferido uma aliquota de 200 pL para um baldo de 1 mL e

adicionado 50 puL do padrao interno heptadecanoato de metila na concentragdo de 5000 mg/L e
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entdo foi completado com n-hexano. ApOs esta preparacdo, a amostra foi injetada no
cromatografo.

O rendimento em ésteres, na producao de biodiesel, foi determinado pela Equagéo (3.1).

At — API CPI
*k
API Camostra

%Esteres = ( ) * 100 (3.1)

Sendo:

At: Somatdria das areas dos componentes majoritarios do biodiesel e do padréo interno;
API: Area do padréo interno;

CPI: Concentracao do padréo interno injetado (250 mg/L);

Camostra- CONcentracdo da amostra injetada (2000 mg/L).
3.7.1.2 - Umidade

O conteudo de agua existente nos 6leos foi determinada baseando-se no método de Karl
Fischer, utilizando um Titulador Potenciométrico Metrohm 831 (Figura 3.4). A determinacéo
foi feita em triplicata. Essa metodologia é baseada na American Oil Chemists’ Society (AOCS)
Ca 2e-84 conforme Silva (2005).

Figura 3.4 - Titulador Potenciométrico Metrohm 831
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3.7.1.3 - indice de acidez

indice de acidez é definido como a quantidade de hidroxido de potassio (KOH), em mg,
necesséria para neutralizar os 4cidos livres de 1 grama da amostra de 6leo.

Para determinacdo do indice de acidez, primeiramente neutralizou-se a solucdo de
solventes titulando-a com hidroxido de potassio usando fenolftaleina como indicador. Em
seguida, uma amostra de 6leo foi dissolvida em 125 mL da mistura de solventes neutralizada.
Acrescentou-se gotas de fenolftaleina e titulou-se a solugdo com hidréxido de potéssio 0,1
mol.L™, sob agitacdo magnética. O ponto final da titulagdo correspondeu ao comeco de aparicdo
de uma coloracdo levemente rosa que persistiu por mais de 30 segundos. O mesmo
procedimento foi adotado para uma amostra em branco sob as mesmas condigdes (SILVA,
2005).

Desta forma, o indice de acidez pode ser calculado pela Equagéo 3.2.

56,1 XM XV
Massa de 6leo (g)

Indice de acidez = (3.2)

Onde:
M: Molaridade da solucéo de hidroxido de sodio (0,1 mol.L-1);

V: Volume da solucédo de hidroxido de potéssio gasto na titulagdo da amostra de 6leo (mL).

A porcentagem de acidez foi obtida através da Equacédo 3.3 (COCKS & VAN REDE,
1966).

% Acidez = 0,503 x Indice de acidez (3.3)

3.7.1.4 - Massa especifica a 20° C

Para determinacdo da massa especifica do biodiesel, foi utilizado médulo de medicédo
da densidade DMA 4500 ME (Figura 3.5). A medicao é baseada no principio comprovado de
tubo em U oscilante assegurando valores de densidade altamente exatos. Com o uso de uma
seringa de 5 mL, uma amostra do biocombustivel foi introduzida dentro do densimetro limpo e

seco, tendo o cuidado para ndo haver formagdo de bolhas de ar dentro do equipamento.
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Aguardou-se alguns minutos para que o conjunto alcancasse a estabilidade térmica e a condi¢do

de equilibrio dentro do densimetro. Em seguida, os valores foram anotados.

Figura 3.5 - Modulo de Medicdo da Densidade

3.7.1.5 - Viscosidade cinematica a 40 °C

A viscosidade cinematica foi analisada em um Redmetro Brookfield RS2000, no

intervalo de temperatura de 40 °C, conforme metodologia adotada por Santos (2010).

3.7.1.6 - Poder calorifico

Para a obtencdo do poder calorifico para os combustiveis industriais, costuma-se
determinar, experimentalmente, a quantidade de calor liberada (poder calorifico) por uma
amostra mediante a realizacdo de ensaio em laboratorio, sob condi¢cdes padronizadas.

Para obtencdo do poder calorifico o experimento foi realizado em triplicata dentro de

uma célula de explosdo (Figura 3.6).

Zaniel Souto Dantas Procopio, Abril/2014 43



Capitulo 3: Metodologia

Figura 3.6 - Reator e célula de explosdo

Inicialmente, pesou-se uma amostra do biodiesel em um cadinho metélico. Um fio
fusivel de niquel-cromo medindo 10 cm de fio fusivel, cada cm do fio equivale 2,3 cal. Este foi
inserido nos orificios do eletrodo em contato com a amostra. Dentro da célula de explosdo, foi
adicionado 1 mL de agua destilada e posteriormente pressurizada com 30 atm de O». A célula
foi entdo mergulhada em 2 L de &gua destilada e os fios foram conectados ao sistema de ignicéo.
A bomba foi fechada e aguardou-se a temperatura de equilibrio do sistema para que fosse
acionado o sistema de ignicdo da bomba. Apds a reacdo, os valores de temperaturas e
comprimento do fio fusivel foram anotados e o poder calorifico do biocombustivel foi calculado
de acordo com as equacdes 3.4 e 3.5.

Q =CXAT (3.4)
c
c=— (3.5)

Onde:

Q: Calor da reacdo (J);

AT: Variacdo de temperatura (K);
m: Massa (kg).
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4. Resultado e discussoes

4.1 - Crescimento celular e modificacdo do processo de esterilizagdo dos

cultivos

O crescimento satisfatério da microalga, tdo imprescindivel para a producdo da
biomassa utilizada para geracao do biodiesel, esta atrelado a diversas variaveis fisico-quimicas
e bioldgicas. Dessa maneira, 0 estudo do comportamento celular destes micro-organismos é
realizado por meio de analises que refletem a quantificagdo da cultura, parametro responsavel
pela aquisicdo da massa microalgal.

Tendo em vista que para o0 desenvolvimento desses micro-organismos
fotossintetizantes, € necessaria uma fonte luminosa relevante, foi desenvolvido um
fotobiorreator de bancada. A partir do estudo da aplicagdo da luz e da sua intensidade sobre a
cultura, avaliou-se o crescimento da Isochrysis galbana dentro deste equipamento.

Visando desonerar o processo produtivo de biocombustivel obtido a partir da biomassa,
durante a etapa de preparo do meio de cultivo foram realizados testes substituindo o processo
comumente aplicado para esterilizacdo do meio, autoclavagem, pela adicdo de volumes

controlados de hipoclorito de sddio.

4.1.1 - Teste de adicéo de hipoclorito

As relagdes de volume de hipoclorito por volume de meio de cultivo (v/v) foram
estudadas nas seguintes porcentagens: 10%, 5%, 1%, 0,1% e 0,01%. Um experimento em
branco (sem adicdo de hipoclorito e com &agua autoclavada) foi realizado para analisar
comparativamente o crescimento dos meios. Os ensaios tiveram duracgdo total de sete dias, nos
quais diariamente eram coletadas amostras das culturas para contagem celular fazendo uso de
uma camara de Neubauer para este procedimento (ROEHE, 2013).

A Figura 4.1 representa o crescimento autotréfico em batelada das células de Isochrysis

galbana em meio de cultivo /2 (Guillard, 1975), a 25°C + 2. A curva ilustrada nesta figura
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representa os meios aditivados de hipoclorito (10%, 5% v/v) que ndo apresentaram crescimento

celular durante todo o periodo de analise.

8,00E+04
7,00E+04
6,00E+04
5,00E+04
4,00E404
3,00E+04

2,00E+04

Concentragdo (célula mL-1)

1,00E+04

0,00E+00 4 4 4

Dia

Figura 4.1 - Curvas de crescimento de Isochrysis galbana para cultivos aditivados com
hipoclorito de sddio a 5% e 10% em v/v. A curva representa a média de trés experimentos

independentes.

A desativacdo completa da microalga era algo esperado como resposta a insercdo de
uma grande quantidade de cloro ativo ao meio de cultivo, mesmo deixando o cultivo em repouso
por um periodo de 48 h e a carga de hipoclorito foi suficiente para tornar o meio completamente
estéril.

Para 0 experimento que teve a adicdo de 1% v/v de hipoclorito de sodio, o
comportamento da curva de crescimento apresentou uma caracteristica peculiar, pois durante
os 3 primeiros dias de contagem, foi possivel perceber a presenca de células no meio, sendo
gue a concentracdo inicial ndo apresentou nenhuma variacao; e nas amostras vivas, as células
aparentemente ndo apresentavam movimentacdo, algo caracteristico de amostras em que ha

crescimento celular. O esquema pode ser observado na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Curvas de crescimento de Isochrysis galbana para cultivos aditivados com
hipoclorito de sddio a 1% v/v. A curva representa a média de trés experimentos

independentes.

Ja nos ensaios realizados para 0,1% v/v de hipoclorito de sodio, a microalga apresentou
uma taxa de crescimento inicial, porém apesar de atingir um pico de 12 x10* cel. mL™* no 3° dia,
esse crescimento ndo persiste para os dias seguintes, apresentando decréscimo ja no 4° dia. E,
por fim, no 7° dia j& ndo € mais possivel perceber a presenca do microrganismo através da
observacdo microscopica (Figura. 4.3).

1,40E+05 -~

1,20E+05

1)

1,00E+05

élula mL

N
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2,00E+04

0,00E+00

Dia

Figura 4.3 - Curvas de crescimento de Isochrysis galbana para cultivos aditivados com
hipoclorito de sédio a 0,1% v/v. A curva representa a média de trés experimentos

independentes.
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Por fim, o cultivo com 0,01% v/v de hipoclorito apresentou resultados bastantes
satisfatorios durante as analises realizadas em laboratério, exibindo uma curva de crescimento

caracteristico dos cultivos padrdes esterilizados por autoclave, de acordo com a Figura 4.4.

6,07E+06
5,07E+06
4,07E+06
3,07E+06

2,07E+06

Concentragdo (célula mL-1)

1,07E+06 —0.01% \

7,00E+04
Dia \

Figura 4.4 - Curvas de crescimento de Isochrysis galbana para cultivos aditivados com
hipoclorito de sddio a 0,01% v/v. A curva representa a média de trés experimentos

independentes.

Sendo assim, a partir da analise do crescimento celular é possivel perceber que apenas
0 cultivo com concentracdo de hipoclorito a 0,01% v/v apresentou desenvolvimento
caracteristico. Esta afirmativa pode ser percebida pela sobreposicdo dos graficos de agua
autoclavada, método praticado comumente para esterilizacdo do meio de cultivo, e pelo

respectivo grafico que apresenta a relacdo de 0,01% v/v de hipoclorito, como é possivel
perceber na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Comparagéo de crescimento microalgal entre 0 meio com agua autoclavada e

com a adigéo de hipoclorito de sodio a 0,01% vi/v.

Em termos de crescimento da matéria organica celular, foi mostrado que o tratamento
da &gua pela utilizacdo do hipoclorito de sodio apresentou resultados bastante satisfatorios em
certas condicbes experimentais, chegando a igualar o desenvolvimento celular quando
comparado com o0 método de esterilizagdo comumente empregado.

Sendo assim, pode-se concluir que o emprego do hipoclorito de sddio na concentracéo
de 0,01% v/v se mostrou eficiente para prevenir o desenvolvimento de microrganismos
contaminantes na cultura da microalga, e por isso, pode ser considerado eficaz na substituicao
do processo de autoclavagem. O uso do hipoclorito representa uma reducédo significativa nos
custos de producdo da biomassa microalgal, ja que suprime, do processo produtivo, a utilizacéo
de energia elétrica para desinfeccdo do meio.

Salienta-se que todos os experimentos foram entdo realizados utilizando o hipoclorito
como agente desinfetante na etapa de preparo do cultivo da microalga Isochrysis galbana, a

Figura 4.6 apresenta a disposicdo do cultivo dentro do fotobioreator.
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Figura 4.6 - Modelo de cultivo usado para producédo de biomassa.

4.1.2 - Taxa de crescimento e rendimento celular

A partir dos dados de crescimento obtidos durante o tratamento com hipoclorito foi
possivel estimar taxa de crescimento maxima (l), para o cultivo a 0,01% v/v e para o cultivo
padréo, na fase exponencial do crescimento de acordo com a Equagéo 4.1 (Monod, 1942).

ax = uX 4.1
onde X representa a concentragao celular (cel/mL), t é a variavel de tempo (dias) e p (dia™)
corresponde a taxa especifica de crescimento.

Integrando da Equacdo 4.1, de to (tempo inicial) até ts (tempo final), é possivel obter a

Equacéo 4.2.
In(X) = u(t; — to) + In(Xp=¢, ) (4.2)

Sendo assim, o grafico na fase exponencial de In(X/Xo) X (tf - to), serd uma reta com

coeficiente angular p (dia), correspondente a cinética de primeira ordem. As Figuras 4.7 € 4.8
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apresentam os valores de p obtidos por regresséo linear para os dois cultivos, assim como 0s

respectivos coeficientes de correlagio (R?).

[ ]
4
| ]
— 3
(=)
X ®
=
£, o
i y = 0,5948x + 0,5654
1 R2=0,9264
0Oe
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (Dias) \

Figura 4.7 - Taxa de crescimento da microalga Isochrysis galbana com cultivo padréo.
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Figura 4.8 - Taxa de crescimento da microalga Isochrysis galbana com cultivo 0,01% v/v de

hipoclorito.

As taxas de crescimento das culturas foram u= 0,5948 dia™ e u= 0,5806 dia® para o
cultivo padréo e o cultivo utilizando 0,01% v/v de hipoclorito, respectivamente. A diferenca no

calculo da taxa de crescimento sdo minimas nas condi¢des estudadas, demonstrando que 0s
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valores de cel/mL ndo sdo significativamente diferentes. Além de que essa diferenca pode estar
associada ao erro préprio do procedimento de contagem de células, o qual consiste na analise

estatistica de amostragem, partindo de amostras que sdo uma pequena parte do todo, do meio
de cultura.

4.1.3 - Simulagéo e extrapolacéo da cinética do fotobiorreator

Utilizando as informagdes cinéticas obtidas para os experimentos de 7 dias, foi possivel
extrapolar esses dados e compara-los com os valores experimentais obtidos para 0s
experimentos de acimulo de biomassa, que possuia a duracdo de 15 dias. A Figura 4.9 apresenta
a correlacdo dos dados experimentais para os cultivos de 7 dias.
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R B Correlagdo baseada no
7,00E+04 ." .......... Hipoclorito 0,01%
0 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 4.9 - Correlacao dos dados experimentais

A partir desta correlacdo, foi possivel extrapolar os dados para um cultivo teorico de 15
dias e comparar com os valores experimentais de um cultivo real. A Figura 4.10 apresenta o
comportamento desta relacéo.
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Figura 4.10 - Simulacéo e extrapolacdo utilizando equacéo para cultivos de 7 dias e
comparagdo com dados de cultivos de 15 dias.

Os dados obtidos para a correlacdo se ajustaram bem com os alcangcados nos
experimentos para acimulo de biomassa. Esses experimentos foram analisados sempre nos dias
0, 7 e 15, a fim de ter um controle do crescimento celular da cultura.

O erro percentual entre o valor calculado e o experimental foi de aproximadamente 2%,
1% e 10% para os dias 0, 7 e 15, respectivamente, estando assim dentro da margem de erro

esperada que € de 10%.

4.2 - Biomassa

A capacidade de producdo de biomassa foi medida em relacdo a quantidade de biomassa
obtida a partir de cultivos de 15 dias utilizando o fotobiorreator. A biomassa é proveniente da
etapa de secagem (Figura 4.11) obtida na centrifugacéo total da cultura, o volume de cultivo foi

de 16 L, a biomassa obtida ao longo deste projeto foi de 0,35625 g de biomassa/L.
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Figura 4.11 - Biomassa seca

A biomassa obtida, Figura 4.12, foi entdo acumulada e acondicionada em dessecador
para evitar a degradacédo, a fim de se obter uma quantidade significativa para producgdo do
biocombustivel. Com relacdo a capacidade de testes com a biomassa voltada para a area de
biocombustiveis, também analisou-se a capacidade de producéo de lipideos a partir da biomassa

seca.

Figura 4.12 - Biomassa triturada

Os testes realizados em triplicatas apresentaram o valor médio de 0,173 g de lipideos/g
de biomassa seca. J& o processo de transesterificacdo em triplicata obteve um rendimento médio
de 0,118 g de dleo/g de biomassa seca, 0 que representa um total de 67,63% de

transesterificacdo dos lipidios presentes na biomassa.
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4.3 - Caracterizacdo do biocombustivel

As caracteristicas que devem ser apresentadas pelos biocombustiveis antes da sua
utilizagdo pelo consumidor final sdo determinadas pela ANP, conforme aponta a Tabela Al
(emanexo). Por meio da consulta a esse padréo nacional foram selecionados, para este trabalho,
o0s parametros fisico-quimicos de maior relevancia referentes ao biodiesel adquirido com base
nas microalgas, objetivando a comparacao entre o produto final pesquisado e as especificacdes
da ANP.

4.3.1 - Transesterificacéo in situ da biomassa

O biocombustivel foi obtido através da transesterificacdo in situ, utilizando-se metanol,
como alcool, e HCI, como catalisador acido. Observou-se uma boa separacao de fases com uma
parte escura rica em glicerina, alcool e residuo de biomassa e um aspecto mais claro na regiao

pertencente ao biodiesel, conforme esta demonstrado na Figura 4.13.

Figura 4.13 - Separacao dos produtos produzido por transesterifica¢do in situ.
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Ap0s a decantacgdo, o biodisesel é lavado e neutralizado e apresentou um aspecto limpido
e transparente conforme mostrado na Figura 4.14.

Figura 4.14 - Biodiesel tratado

Em seguida a obtencdo do biodiesel proveniente da microalga, o biocombustivel foi
levado para analises conforme aborda a metodologia do Capitulo 3 desse trabalho.

4.3.2 - Teor de éster

Dentre os aspectos mais importantes analisados, destaca-se 0 teor de ésteres graxos, que
representa a pureza do biodiesel (MARQUES et al., 2010). A andlise desse fator é relevante
pois a presenca de impurezas altera algumas propriedades do combustivel, de forma que pode
causar problemas no motor como corrosdo, abrasdo e entupimentos.

O cromatograma dos acidos graxos da microalga Isochrysis Galbana € apresentado na
Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Cromatograma do biodiesel

Pode-se notar a partir do cromatograma do biodiesel que os ésteres presentes na amostra

do biodiesel estdo de acordo como os dados encontrados na literatura (SANCHEZ et al., 2012).

A partir do cromatograma € ainda possivel identificar a porcentagem de ésteres presentes na

amostra de biodiesel, conforme item 3.7.1.1. Os &cidos graxos referentes ao cromatograma

estdo descritos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Nomenclatura de acidos graxos saturados e poliinsaturados

Simbologia Nomenclatura IUPAC Nomenclatura usual
C14:0 Acido tetradecanoico Acido miristico
C16:0 Acido hexadecandico Acido palmitico
C18:0 Acido octadecanoico Acido esteérico
C16:1n-7 Acido 9-hexadecendico Acido palmitoléico
C18:1n-12 Acido-6-octadecendico Acido petroselinico
C18:1n-9 Acido-9-octaecendico Acido oléico
C18:1n-7 Acido-11-octaecen6ico Acido cis-vacénico
C18:2n-6 Acido linoléico Acido-9,12-

20:3(8,11,14)-6
20:3(11,14,17)-3

20:4n-6

Acido 8,11,14-eicosatriendico

Acido 11,14,17-eicosatriendico

Acido-5,8,11,14-eicosatetraendico

octadecadiendico

Acido di-homo-y-linolénico
Acido di-homo-(a)-
linolénico

Acido Araquid6nico
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Simbologia Nomenclatura IUPAC Nomenclatura usual

22:6n-3 Acido-4,7,10,13,16,19- Acido cervonico
docosahexaendico

Fonte: IUPAC-IUB (1977).

A ANP determina que o biodiesel comercializado no pais deva apresentar uma pureza
minima de 96,5%. A pureza do biodiesel adquirido neste trabalho foi ainda superior, 98%,
aquela previamente estabelecida e reflete um maior rendimento enquanto produto da reagdo de
transesterificacdo — ja que quando ha impurezas no biocombustivel. Um bom grau de pureza
reduz ainda as possibilidades de oxidacdo do 6leo e, consequentemente, aumenta a sua

eficiéncia enquanto combustivel.

4.3.3 - Massa especifica

A densidade do biodiesel esta diretamente associada & estrutura das suas moléculas. E
possivel observar que quanto maior o comprimento da cadeia carbdnica do alquiléster, maior
sera a densidade desse fluido. Contudo, este valor se mostrara reduzido a medida que o nimero
de insaturagdes presentes na molécula for maior. Consoante com Lobo et al. (2009), a presenca
de impurezas também podera influenciar na densidade do biodiesel e na estabilidade como, por
exemplo, o alcool ou substancias adulterantes. Assim, a massa especifica encontrada no bio-
6leo alcancado atingiu o valor 879,47 kg/m?, um valor aceitavel para os mercados produtor e
consumidor e reflete a sintese de um combustivel de qualidade, com uma densidade aplicavel

a utilizacdo em motores, por apresentar massa e pureza adequadas.

4.3.4 - Viscosidade cinematica

Prosseguindo o estudo, foi analisado o parametro de viscosidade cinematica a 40 °C a
importancia de avaliar esse padrdo reside no fato de que os sabdes residuais, bem como os
glicerideos ndo reagidos e os produtos da degradacdo oxidativa do biodiesel, aumentam a

viscosidade do biodiesel (LOBO et al., 2009). Estes contaminantes podem, portanto, serem
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monitorados indiretamente através da determinacdo da viscosidade cinematica a 40 °C. Sendo
assim, o valor atingido foi 5,4 mm?#s demonstrando, portanto, um nivel de viscosidade
adequado para utilizacdo associado a um indice reduzido de produtos residuais observados no
bio-6leo. Essas propriedades refletem um combustivel limpo e com um alto padrdo de
qualidade, que tem a capacidade de reduzir ou evitar, inclusive, a deposicao de residuos nas
partes internas do motor, prolongando a sua vida util.

4.3.5 - Teor de 4gua

O teor de adgua tambem foi avaliado na composi¢cdo do um combustivel, uma vez que
esse composto promove hidrolise do biodiesel, reacdo que gera como produtos acidos graxos
livres. Além disso, a presenca de agua num combustivel esta relacionada ao desenvolvimento
de micro-organismos contaminantes, assim como deposicdo de sedimentos durante o seu
armazenamento. Os valores desta propriedade foram obtidos por meio de analises realizadas
em dois momentos: pré e pos lavagem do biocombustivel. Este experimento foi realizado desta
maneira devido o valor alcancado estar acima daquele permitido pela ANP no pos-lavagem do
biodiesel. Esta etapa de lavagem é procedimento padrdo para a remocdo do alcool
remanescente, residuos de biomassa, remocao da glicerina e para permitir que o biocombustivel
seja inserido dentro dos equipamentos para analises. O valor pré-lavagem foi de 27,56 mg/kg e
de 450,91 mg/kg para o pos-lavagem. Este aumento do valor do teor de agua presente no
biocombustivel pode ser justificado pela etapa rigorosa de lavagem, que usa uma grande

quantidade de agua de maneira repetida.

4.3.6 - Acidez total

O monitoramento da acidez em um biodiesel € de grande relevancia sobretudo para o
momento da sua estocagem, pois serve tanto para fornecer dados que avaliam o estado de
conservacao do 6leo, quanto para informar sobre a qualidade do produto; assim, deve obedecer
os parametros fixos pelos 6rgdos reguladores haja vista que altos indices de acidez danificam

as estruturas metalicas. Durante o desenvolvimento do presente estudo, o biocombustivel obtido
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demonstrou acidez de 0,392 mg KOH g? ilustrando, pois, uma acidez perfeitamente aceitavel
J& que tal caracteristica ndo provocard disturbios associados a corrosdao de tanques de

armazenamento ou de motores.

4.3.7 - Poder calorifico

O poder calorifico representa a quantidade de energia térmica que pode ser liberada por
determinada quantidade de massa. Isso significa que, para desprender a mesma quantidade de
energia liberada pelo diesel, o biodiesel necessita de maior quantidade de massa, aumentando
0 consumo especifico do combustivel (PUQUEVICZ et al, 2008). Esse parametro alcan¢ou o
valor 42 J kg™ no combustivel obtido em laboratério. Essa caracteristica ndo é abordada pela
resolucéo de biocombustivel da ANP, mas por demonstrar o potencial satisfatério de liberacdo
de energia associada a combustao deste 0leo, a comparacéo foi feita com o poder calorifico do

diesel.

4.4 — Comparacao dos parametros fisico-quimicos do biodiesel de microalga

e a resolucdo ANP

Os parametros fisico-quimicos observados na biomassa da microalga Isochrysis
galbana foram alcancados a partir da metodologia ja descrita, com os valores demonstrados na

Tabela 4.2, os quais estdo sendo comparados com a resolucdo ANP N°14, de 11.5.2012.

Tabela 4.2 - Comparacdo entre os parametros fisico-quimicos do biodiesel de microalga e a

resolucdo ANP.

Propriedade Biodiesel Microalga  Resolucdo ANP
Teor de éster (% massa) 98 96,5 (min.)
Massa Especifica 20°C 879,47 850 a 900
(kg/m3)
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Propriedade Biodiesel Microalga  Resolugdo ANP
Viscosidade Cinematica 54 3,0a6,0
a 40° C (mm?/s)
Teor de 4gua (mg/kg) 450,91 350 (max)
(pbs lavagem)
Teor de 4gua (mg/kg) 27,56 350 (max)
(pré lavagem)
Acidez (mg KOH g%) 0,392 0,5 (max)
Poder Calorifico (J kg?) 42 40-45 (Diesel)

Dessa maneira, a caracterizacdo do biodiesel proveniente da biomassa da microalga
Isochrysis galbana sugere que o alcance dos padrdes definidos pela ANP é amplamente
possivel de serem obtidos atraves do processo de transesterificacdo in situ da biomassa
microalgal.

Além disso, pode-se constatar que o biocombustivel encontrado se insere nos padroes
de controle e monitoramento preconizados pela ANP, de forma que possui enorme capacidade
de enquadramento na regulacao.

Por sua qualidade e praticidade observadas no processo produtivo, o biocombustivel
decorrente da Isochrysis galbana mostra-se como uma alternativa inteligente, ecoldgica e
adaptavel ao aceite e utilizacdo no mercado de combustiveis, bem como ilustra grande
possibilidade de receptividade pela indUstria deste setor.

Porém, para o emprego do biodiesel como fonte de energia alternativa ainda sera
necessaria uma estimativa dos metais que fazem parte de sua composicdo ou que foram
acrescidos na fase de transesterificacdo. Segundo Pereira (2012), 0 monitoramento de metais €
indispensavel, ja que estes sdo adicionados na forma de hidroxidos e agem como catalisadores
no processo de sintese do biodiesel. Esses elementos podem estar presentes na forma de solidos
abrasivos ou de sabdes insoluveis, que podem contribuir para danos e corroséo nas pecas do

motor, afetando seu desempenho e, consequentemente, causando danos ambientais.
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5. Conclusoes

Diante do exposto, 0 processo de transesterificacdo in situ aplicado a massa resultante
do cultivo da Isochrysis galbana produziu resultados amplamente satisfatorios no tocante a
qualidade do biocombustivel alcancado, considerando aspectos como viscosidade, acidez, teor
de agua, densidade, teor de éster e poder calorifico.

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam que o biodiesel pode ser produzido
com éxito a partir de microalgas e que este produto cumpre suficientemente as especificacoes
para combustiveis preconizadas pela ANP.

Além disso, ponderando o potencial fotossintético da Isochrysis galbana, as
praticidades referentes a sua forma de cultivo, as caracteristicas fisico-quimicas de qualidade
reconhecidas do biocombustivel estudado, e ainda atrelando a novos estudos de analise
econdbmica e um a conhecimento mais amplo sobre a rota de obtencdo do biodiesel de
microalgas serd possivel comprovar que as microalgas podem ser utilizadas como fontes
renovaveis de energia e podem contribuir para a variagdo da matriz energética que hoje se
fundamenta no uso de combustiveis fdsseis, tdo prejudiciais ao planeta.

A pesquisa sobre o processo de obtencdo do combustivel, assim como a sua
caracterizacdo, permitiu a edificacdo de conclusdes as quais consideraram 0s objetivos

propostos e analise dos resultados obtidos nas condi¢cdes experimentais avaliadas, tais como:

e O fotobiorreator de bancada desenvolvido se mostrou um equipamento aplicavel
a pesquisa em questdo, uma vez que foi viavel realizar o cultivo da microalga

Isochrysis galbana atingindo os padrées relatados na literatura.

e Em termos de crescimento da matéria organica celular, foi mostrado que o
tratamento da gua pela utilizacdo do hipoclorito de sodio apresentou resultados
bastante satisfatorios em determinadas condi¢fes experimentais, chegando a
reduzir e, a praticamente, igualar, o desenvolvimento celular guando comparado

ao uso da autoclave, método de esterilizacdo comumente empregado.
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e O uso do hipoclorito representa uma redugdo nos custos de producdo da
biomassa microalgal, j& que suprime, do processo produtivo, a utilizacdo de
energia elétrica para desinfec¢do do meio.

e Os testes de caracterizagdo dos lipideos também se mostraram satisfatorios,

obtendo um total de aproximadamente 17% em biomassa seca.

e A anélise do biocombustivel adquirido apresentou resultados satisfatérios, no
qual os parametros analisados se enquadraram dentro da resolugdo da ANP, com
excecdo do teor de &gua que se mostrou acima do permitido, o que foi
ocasionado pelo préprio processo de lavagem do biodiesel ou até mesmo o seu
armazenamento. Entretanto, esse aspecto ndo se caracteriza como um problema,
ja que e possivel obter valores mais baixos para 0 mesmo a partir de tratamento

especificos.

Por fim, este projeto demonstra a capacidade competitiva de producdo de bio-0leo da
microalga Isochrysis galbana em relacdo a outras fontes produtoras de biodiesel no que
concerne a Vviabilidade energética. Esta avaliacdo se deu na forma do processo de
transesterificacdo da biomassa obtida a partir do cultivo da microalga, levando em consideracao
todo o rendimento do processo desde o cultivo até a obtencéo final, onde também foi realizado
um estudo das caracteristicas deste combustivel.

Apesar da literatura apresentar resultados demonstrando que a energia liberada neste
processo € maior do que a energia consumida, tornando o processo energeticamente viavel,

ainda é necessario que sejam feitos estudos analiticos referentes a viabilidade econémica.
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ANEXO

ANEXO A
Tabela Al - Especificacbes do Biodiesel
CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE METODO
ABNT ASTM
NBER D EN/ISO
Aspecto - LIl (1) - - -
EN ISO
7148 1298 3675
ce 850 a
Massa especifica a 20° C kg/m?3 900 14065 4052 -
EN ISO
12185
Viscosidade Cinematica a ) 30a EN ISO
40°C mm2/s 6.0 10441 445 3104
, , EN ISO
Teor de agua, max. mg/kg -2 - 6304 12937
EN ISO
o . 12662
Contaminacédo Total, max. mg/kg 24 - -
NBR 15995
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100 14598 93 E3N6|730
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 - EN 14103
Residuo de carbono, max. (4) % massa 0,05 15586 4530 -
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,02 6294 874 E3Ng:3870
EN ISO
5453 20846
Enxofre total, max. mg/kg 10 15867
EN ISO
20884
15554 EN 14108
15555 - EN 14109
Sodio + Potéassio, max. mg/kg 5
15553 EN 14538
15556
15553
Célcio + Magnésio, max. mg/kg 5 - EN 14538
15556
Fosforo, max. mg/kg 10 15553 4951 EN 14107
Corrosividade ao cobre, 3h a EN ISO
50 °C, méx. ) L 14359 130 2160
Numero Cetano (5) - Anotar - 613
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ANEXO

CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE METODO
ABNT ASTM
NBR D EN/ISO
Aspecto - LIl (2) - - -
d de fil ©
Ponto de entupimento de filtro o
a frio, max. C -7 14747 6371  EN 116
14448 664
indice de acidez, méx. mg KOH/g 0,5 EN (18‘;104
6584 EN 14105
15341 (8) ®) @®)
Glicerol livre, max. % massa 0,02
15771 - EN (18‘;106
15344 0584
Glicerol total, max. (9) % massa 0,25 (8)  EN 14105
(8)
15908 -
15342 (8)
Monoacilglicerol, max. % massa 0,8 15344 6?88)4 EN (18£;105
15908
15342 (8)
Diacilglicerol, max. % massa 0,2 15344 6?88)4 EN é;‘los
15908
15342 (8)
Triacilglicerol, max. % massa 0,2 15344 6?88)4 EN (18‘;105
15908
Metanol e/ou Etanol, max. % massa 0,2 15343 ) EN (184;110
indice de lodo 9/100g Anotar - ; EN (18‘;111
EN 14112
Estabilidade a oxidacéo a h 6 ] ] EN
110°C, min. (10)
15751 (8)

Fonte: Agéncia Nacional do Petrdleo e, Gas Natural e Biocombustiveis, 2012.
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