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RESUMO

LIRA, Rafael de Araujo, DSc., Universidade Federal de Vicosa, Agosto de 2011.
Estudo do rendimento de biomassa da microalga nativa Chlorella sp. visando a
obtencio de biocombustiveis. Orientador: Marcio Arédes Martins. Co-
orientadores: Rosane M. de A. Euclydes, Jane Sélia dos Reis Coimbra e Antonio
Teixeira de Matos.

As caracteristicas metabodlicas das microalgas fazem destes microrganismos uma
fonte potencial de recursos a serem explorados. Associado ao metabolismo
fotossintético, a respiracdo e a fixagdo de nitrogénio constituem rotas metabolicas,
passiveis de serem exploradas biotecnologicamente para diversos propositos, uma vez
que a produtividade por unidade de area instalada destes organismos ¢ elevada, quando
comparada a processos convencionais de producdo de alimentos e de energia. Estes
microrganismos ainda apresentam rica reserva de proteinas, carboidratos, lipideos, além
de outros conteudos celulares que podem ser utilizados, desde que bem explorados em
termos tecnoldgicos. Nesse contexto, nos artigos 1 e 2 apresenta-se uma revisdo de
literatura sobre a produ¢ao comercial das microalgas e consideragdes sobre o potencial
de aplicacdo biotecnoldgica do 6leo de microalgas na fabricacdo dos biocombustiveis,
dando énfase a tendéncia atual do mecanismo de desenvolvimento limpo. Estudos
preliminares revelaram que, em meios de cultivo com limitacdo de nitrogénio, ocorre
aumento no teor de lipideos de certas espécies de microalgas. Em face disto, no artigo 3
teve-se por objetivos avaliar o efeito de diferentes variaveis do meio de cultivo;
limitagdao de nitrogénio e suplementacdo com CO; no crescimento € no rendimento em
biomassa da microalga nativa Chlorella sp.. A biomassa foi caracterizada em termos de
suas propriedades bioquimicas, visando sua possivel utilizagdo como matéria prima para
a produgao do biodiesel. Considerando a auséncia de informacgdes na literatura cientifica
sobre estudos reologicos de cultivos microalgais, foi investigado no artigo 4 o
comportamento reoldgico da cultura da microalga nativa Chlorella sp. em fun¢do do
tempo de cultivo em meio Watanabe e no meio com baixo teor de nitrogénio. Por fim,
no artigo 5 avaliou-se a sedimentagdo, centrifugagdo e a influéncia das condigdes de
coagulacao/floculagdo, que maximizam a remoc¢do da biomassa de Chlorella sp. em
suspensao no meio de cultivo Watanabe com baixo teor de nitrogénio, visando usar a

biomassa como matéria prima para o biodiesel.
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ABSTRACT

LIRA, Rafael de Araujo, DSc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2011. Study
on biomass yield of native microalgae Chlorella sp. aimed at obtaining biofuels.
Advisor: Marcio Arédes Martins. Co-Advisors: Rosane M. de A. Euclydes, Jane
Sélia dos Reis Coimbra and Antonio Teixeira de Matos.

The metabolic characteristics of microalgae make these microorganisms a
potential source of resources to be exploited. Associated with photosynthetic
metabolism, respiration and nitrogen fixation are metabolic pathways, which can be
exploited biotechnologically for various purposes. Since the productivity per unit area
installed of these organisms is high when compared to conventional processes of
production of food and energy. These microorganisms also have a rich reserve of
proteins, carbohydrates, lipids, besides other contents that can be used, since they are
well exploited in technological terms. In this context, the articles 1 and 2 present a
review of literature about the commercial production of microalgae and some
considerations about the potential for biotechnological applications of microalgae oil in
the manufacture of biofuels, with emphasis on the current trend of clean development
mechanism. Preliminary studies showed that in culture area with nitrogen limitation
there is an increase in lipid levels of certain species of microalgae. Due to this, the
article 3 aimed to evaluate the effect of the parameters of the growth conditions;
nitrogen limitation and supplementation with CO, on growth and on biomass yield of
native microalgae Chlorella sp. Biomass was characterized in terms of its biochemical
properties, seeking its possible use as raw material for biodiesel. Considering the lack of
information in scientific literature on rheological studies of microalgae cultures it was
investigated in article 4 the rheological behavior of the native culture of the microalgae
Chlorella sp. considering the time of its cultivation in Watanabe area and in area with a
low nitrogen concentration. Finally, the article 5 aimed to evaluate the sedimentation,
centrifugation and the influence of the conditions of coagulation / flocculation, which
maximize the removal of the biomass of Chlorella sp. hanging in Watanabe culture area
with low in nitrogen, seeking the possibility of using biomass as raw material for

biofuel.
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INTRODUCAO GERAL

As caracteristicas metabolicas das microalgas fazem destes microrganismos
fonte potencial de recursos a serem explorados. Associado ao metabolismo
fotossintético, a respiracdo e a fixagdo de nitrogénio constituem rotas metabolicas,
biotecnologicamente viaveis para diversos propdsitos, uma vez que a produtividade por
unidade de area instalada destes organismos ¢ elevada, quando comparada a processos
convencionais de producdo de alimentos e de energia. Estes microrganismos
representam uma rica reserva de proteinas, carboidratos, lipideos e outras substancias
celulares que podem ser utilizadas, desde que bem exploradas em termos tecnoldgicos
(MOLINA-GRIMA, 2003).

O cultivo de microalgas para a obtencdo de biomassa e de seus produtos de
sintese ¢ uma atividade industrial estabelecida em escala comercial em alguns paises e a
produgdo esta a cargo de grandes empresas. Segundo Spolaore et al. (2006), atualmente
a industria de biomassa de microalgas produz mais de 5000 t ano’ de massa seca,
gerando renda superior a US$ 1,25 bilhdes de dolares por ano, ndo incluindo os
subprodutos, o que demonstra o potencial de exploracdo deste seguimento
biotecnolégico.

Apesar de ser uma atividade consolidada em outros paises, o cultivo comercial
de microalgas no Brasil tem sido realizado por empresas que produzem a biomassa ¢ a
empregam principalmente na alimentagdo de organismos como camardes € moluscos
marinhos.

A primeira meng¢ao ao uso de algas para a producdo de biocombustiveis ocorreu
em 1950, no MIT (Instituto de Tecnologia de Massachusetts). Entre 1980 e 1995, o
“United States Department of Energy” e o “National Renewable Energy Laboratory”
(NREL) desenvolveram o Algae Species Program (ASP) (BENEMANN, 2008), até
hoje considerado um marco referente ao assunto. A partir dai, o cultivo de algas vem
apresentando uma série de modalidades. Diversos pesquisadores (BRENNAN &
OWENDE, 2009; CHIU et al., 2008; LI, 2007; XU et al., 2006) tém buscado viabilizar
o cultivo em larga escala de alta densidade celular e com alto teor de 6leo. No entanto,
esta classe de cultivo apresenta uma série de inovagdes tecnologicas para a obtencdo de
produtividade satisfatoria de biomassa algal e de oleo. Pesquisadores e instituigdes
envolvidas nas areas afins, ao considerarem as conquistas recentes da biotecnologia

(engenharia metabolica, gendmica, protedmica, metaboldmica, bioinformatica, desenho



de bioreatores, dentre outras), assinalam que o cultivo de alta densidade pode ser viavel,
em pouco tempo (XIONG et al., 2008; SONG, 2008; MOLINA GRIMA, 2003;
SCRAGG et al., 2002).

Vérios experimentos descrevem o potencial de produtividade em biomassa e teor
de 6leo, independentemente do uso energético (RICHMOND, 2004). Até fevereiro de
2008, foram identificadas e caracterizadas algumas espécies selvagens que apresentam
grande potencial. Os genomas de algumas destas espécies foram seqiienciados e estirpes
geneticamente modificadas foram obtidas (MAYFIELD, 2008). Para desenvolver o
cultivo em larga escala ¢ necessario isolar e caracterizar outras espécies, além de
aprimorar ferramentas genéticas em busca de caracteristicas especificas. Paralelamente,
¢ necessario desenvolver novos métodos de producdo e processos para separagio,
extragdo e conversao do oleo, sendo muitos os desafios.

Microalgas ¢ um nome dado a diferentes grupos de organismos vivos, podendo
ser unicelulares e multicelulares. No passado, eram consideradas plantas, mas
ultimamente no grupo estdo também incluidos organismos com estruturas celulares
procaridticas e eucaridticas, mesmo sendo estruturalmente e morfologicamente
diferentes, embora metabolicamente parecidos entre si € com as plantas (BENEMANN,
1997).

As microalgas sdo encontradas nos mais diversos ambientes, tais como em rios e
lagos de dgua doce, no meio marinho e até em terra firme. Ha milhdes de espécies de
microalgas e sua composi¢cdo bioquimica também ¢ muito diversa, dando origem a uma
quantidade ilimitada de produtos (RICHMOND, 2004). As microalgas possuem varias
aplicacdes, tais como no tratamento de dguas residudrias de processos industriais, com
detoxificagdo bioldgica e de metais pesados; na agricultura, como biofertilizante, entre
varias outras. Além disso, como as microalgas fornecem mais oxigénio ao planeta do
que todas as outras plantas juntas, podem ser usadas na mitificagdo do efeito estufa,
devido a sua grande capacidade de assimilagdo de CO, (BENEMANN, 2008).

Com o crescimento das atencdes voltadas para as tecnologias limpas,
desenvolvimento sustentavel e preocupagao ambiental, as microalgas estdo aparecendo
como solugdes para esses ideais. De acordo com a pesquisa realizada por Teixeira &
Morales (2006) do Instituto Nacional de Tecnologia, as microalgas possuem
caracteristicas que garantem a producdo de um biocombustivel eficiente e limpo, sem
riscos preocupantes para a sua utilizacdo. Colocando em pauta as vantagens das

microalgas, pode-se perceber que a produgdo de biocombustiveis, em certos aspectos,



apresentam atrativos no que se refere a reutilizacao de residuos provenientes de outros
processos de producao.

O artigo 1 deste trabalho trata-se de uma revisdo na qual ¢ apresentada uma
atualizagdo sobre a producdo comercial das microalgas e consideragdes sobre o seu
potencial de aplicacdo biotecnologica, considerando-se como referencial, as principais
espécies empregadas comercialmente e os compostos de interesse industrial. No artigo
2, ¢ feita referéncia a produg¢do de microalgas e consideracdes sobre o potencial de
aplicacdo do 6leo de microalgas na fabricacdo dos biocombustiveis, dando-se énfase a
tendéncia atual do mecanismo de desenvolvimento limpo.

Nos ultimos anos, pesquisas tem verificado que em meios de cultivo com
limitag¢@o na disponibilidade de nitrogénio ocorre aumento no teor de lipideos de certas
algas (PIORRECK et al., 1984; BOROWITZKA, 1988; ILMA et al., 2000). Estes
processos tém recebido consideravel atencao, motivados pela associacdo do tratamento
de 4guas residudrias com o desenvolvimento de novos produtos e determinados
componentes. Em face disto, no Artigo 3 deste trabalho, teve-se por objetivos avaliar o
efeito de diferentes variaveis do meio de cultivo, tais como limitagdo de nitrogénio e
suplementagao com CO; no crescimento ¢ no rendimento em biomassa da microalga
nativa Chlorella sp.. A biomassa obtida foi caracterizada em termos de suas
propriedades bioquimicas (Proteinas, Lipidios e Carboidratos), visando sua possivel
utilizacdo como matéria prima para a producao do biodiesel.

Considerando-se a auséncia de informacoes na literatura cientifica sobre estudos
reologicos de cultivos microalgais, no artigo 4 teve-se por objetivo avaliar o
comportamento reologico da suspensdo da cultura de microalgas nativas Chlorella sp.
em fungdo do tempo de cultivo em meio Watanabe ¢ no meio com baixo teor de
nitrogénio. Sabe-se que, nesse ultimo, hd aumento no conteudo lipidico, anteriormente,
determinado por Illman (2000), o que pode proporcionar alteragdo nesse
comportamento. E por fim, no Artigo 5, objetivou-se avaliar o desempenho de
operacdes unitarias de separagao para a biomassa Chlorella sp.: sedimentagao,
coagulacdo e floculagdo seguida de sedimentagdo, e centrifugacdo. Todos estes
experimentos foram efetuadas com a cepa cultivada no meio com baixo teor de
nitrogénio, visando-se avaliar o uso da utilizacdo da biomassa como matéria prima para

a producdo de biodiesel.
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CULTIVO E APLICACOES DE MICROALGAS E DE SEUS PRINCIPAIS
DERIVADOS

RESUMO

Nos ultimos anos, muita aten¢do tem sido dirigida ao potencial biotecnologico
das microalgas, principalmente devido a identificagdo de diversas substancias
sintetizadas por estes microrganismos. A imensa biodiversidade e conseqiiente
variabilidade na composi¢do bioquimica da biomassa obtida das culturas microalgais,
aliadas ao emprego de melhoramento genético e ao estabelecimento de tecnologia de
cultivo em grande escala, vém permitindo que determinadas espécies sejam utilizadas
comercialmente. Nesse contexto, cultivos de microalgas tém sido realizados visando a
producao de biomassa, tanto para uso na elaboracdo de alimentos como para a obtengao
de compostos naturais com alto valor no mercado mundial. Além destes produtos, o
potencial de producdo de matéria prima para a producdo de biocombustiveis tem sido
investigado. Dentre os inimeros compostos extraidos, ou com potencial de exploragdo
comercial, podem ser relacionados acidos graxos poliinsaturados, carotenoides,
ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterdis e diversos compostos bioativos naturais
(antioxidantes, redutores do colesterol, entre outras), os quais podem ser empregados
especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais ou produtos farmacéuticos.
No setor de biocombustiveis, o cultivo de microalgas apresenta varias caracteristicas
interessantes: custos relativamente baixos para a colheita e transporte, além de menor
gasto de dgua e cultivo realizado em condi¢des ndo adequadas para a producdo de

culturas convencionais.

Palavras-chave: microalgas, biotecnologia, cultivo microalgal, biomassa.



CULTIVATION AND USES OF MICROALGAE AND THEIR MAIN
DERIVATIVES

ABSTRACT

In recent years, much interest has been established in the literature on the
biotechnological potential of microalgae, mainly due to the identification of various
substances synthesized by these microorganisms. The great biodiversity and the
consequent variability in the biochemical composition of biomass obtained from the
microalgae cultures, allied to the use of genetic improvement and establishment of
technology in cultivation in a large scale, have allowed that some species are used
commercially. In this context, cultivation of microalgae have been conducted aimed the
production of biomass for use both in the preparation of food and for the obtainment of
natural compounds with high value in the world market. Besides these products, the
potential production of raw materials for biofuel production has been investigated.
Among a vast extracted substances, or with commercial potential may be related
polyunsaturated fatty acids, carotenoids, phycobilins, polysaccharides, vitamins, sterols
and several bioactive compounds (antioxidants, cholesterol reducers, among others.),
which can be especially used in the development of functional food or pharmaceutical
products. In biofuels field the cultivation of microalgae presents several interesting
characteristics: relatively low costs for harvesting and transportation and less water
usage, compared to growing plants; can be performed in conditions do not suitable for

the production of conventional crops.

Keywords: microalgae, Biotechnology, microalgae cultivation, biomass.



1. INTRODUCAO

O crescente interesse no estudo de microrganismos como microalgas, deve-se a
possibilidade de sua aplicagdo comercial em distintas dreas como na nutri¢ao, na saude
humana e animal, no tratamento de 4guas residudrias, na producdo de energia e na
obtencao de compostos de interesse das industrias de alimentos, quimica e farmacéutica,
dentre outras.

Atualmente, as pesquisas em biotecnologia alimentar empregando microalgas
vém ganhando especial aten¢do. No entanto, a coleta e o cultivo para utilizagdo na
alimenta¢do humana nao ¢ novidade, ja que tém sido realizados ha séculos. Povos
nativos do Chade, na Africa, ¢ do lago Texcoco (Astecas), no México, alimentavam-se
de produtos feitos com biomassa de Spirulina spp. Bory, (Cyanophyceae). Ainda hoje,
os nativos do Chade, em determinadas épocas do ano, dependem quase que
exclusivamente da coleta desta microalga para sua alimentacdo (DERNER, 2006).

Virias espécies sao cultivadas comercialmente em alguns paises ¢ a biomassa
produzida tem sido utilizada como fonte de produtos para aplicacdo na industria de
alimentos. Segundo Pulz & Gross (2004), o mercado de alimentos funcionais, utilizando
microalgas em massas, paes, iogurtes e bebidas, apresenta rapido desenvolvimento em
paises como Franca, Estados Unidos, China e Tailandia. As principais microalgas
cultivadas comercialmente sdo espécies dos géneros Chlorella Beyerinck,
(Chlorophyceae) e Arthrospira Stizenberger (Cyanophyceae), para a adicdo em
alimentos naturais (“health food”); Dunaliella salina Teodoresco (Chlorophyceae), para
a obtengdo de betacaroteno; e Haematococcus pluvialis Flotow (Chlorophyceae), para a
aquisicdo de astaxantina e Spirulina platensis para obtencao de proteinas (DERNER,
2006).

Entre as possibilidades de utilizagdo da biomassa de microalgas, estd a geracao
de biocombustiveis. Segundo Amin (2009), comparando as principais plantas geradoras
de biomassas para os biocombustiveis, as microalgas possuem maior eficiéncia
fotossintética. A producdo de biocombustivel a partir de organismos fotossintéticos €
um processo que utiliza a energia renovavel, portanto, a biomassa de microalgas ¢ um
recurso altamente promissor, segundo Mata et al. (2010). Aliada a fixagdo de CO, e a
producao de energia, a utilizagdo das microalgas pode significar redugdo nas emissdes
de CO; na atmosfera, podendo vir a evitar futuras crises energéticas (HIRAYAMA,

1998; HIRANO, 1997). As microalgas, além de apresentarem grande capacidade de



fixar CO,, podem gerar petrdleo, seja por meio da conversao bioldgica em lipidios, com
geracdo de biodiesel ou hidrocarbonetos ou pela liquefagdo termoquimica (Conversao
de biomassa umida em bio-6leo) de células microalgais (FAO, 2010; YANG et al.,
2004). Microalgas possuem lipidios e acidos graxos como componentes da membrana
celular, produtos estes de armazenamento e fontes de energia (FAO, 2010).

Com o exposto, nesta revisdo busca-se apresentar uma atualizacdo sobre a
produgdo comercial das microalgas e consideragdes sobre o potencial de aplicacdo
biotecnoldgica, sobre as principais espécies empregadas comercialmente e dos

compostos de interesse industrial.

2. SOBRE MICROALGAS

Microalgas ¢ um termo que abrange muitos grupos diferentes de organismos
vivos. Elas variam de organismos pequenos, unicelulares, a organismos multicelulares
(alguns com formas diferenciadas e razoavelmente complexas). As microalgas foram
consideradas tradicionalmente como plantas simples, sendo algumas muito
proximamente relacionadas as plantas mais evoluidas (LOURENCO, 2007).

O termo microalgas ndo tem valor taxondmico, pois engloba microrganismos
algais com clorofila e outros pigmentos fotossintéticos, capazes de realizar a
fotossintese oxigénica. Sob a denominag¢ao microalgas estao incluidos organismos com
dois tipos de estrutura celular: estrutura procariética e eucariotica. Apesar das diferencas
estruturais e morfologicas entre os representantes de cada divisdo, esses seres sdo
fisiologicamente similares e apresentam um metabolismo andlogo ao das plantas. Sdo
encontradas principalmente no meio marinho, em agua doce ¢ no solo (RICHMOND,
2004).

O nimero exato de espécies microalgais ainda ¢ desconhecido. Atualmente sao
encontradas citagdes relatando que podem existir desde 200.000 a até alguns milhdes de
representantes deste grupo. Tal diversidade também se reflete na composicao
bioquimica das microalgas, o que faz com que elas sejam fonte de quantidade ilimitada

de produtos (NORTON, 1996; PULZ & GROSS, 2004; DERNER, 2006) .

Os principais grupos taxondomicos sdo (WYNNE, 2005):

e Chromista: inclui as microalgas marrons, microalgas marrons douradas, e as

diatomaceas. Contém clorofila A e C;
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e Vermelha: linha de microalgas marinhas que contém apenas a clorofila A;

¢ Dinoflagellates: evoluem em uma linha separada das outras, que inclui a
ciliated protists;

o [Fuglenids: esta linha independente, de organismos unicelulares, inclui as
espécies fotossintética e ndo- fotossintética;

e Verde: ¢ relacionada as plantas. As plantas e as microalgas verdes contém

clorofila A e B.

As trés linhas de microalgas mais importantes sdo as microalgas marrons
(Chromista), as microalgas vermelhas e as microalgas verdes (entre as quais estdo
encontradas algumas das formas mais complexas entre as microalgas). Esta ltima linha
gerou as plantas mais evoluidas da Terra. O ponto de divisdo entre microalgas e plantas
superiores ¢, geralmente, determinado pela presenca de orgdos reprodutivos com
camadas de células protetoras, caracteristica ndo encontrada nos outros grupos de
microalgas (NUNES, 2005).

As microalgas sd3o espécies extremamente importantes para a vida na Terra.
Rodolfi et al. (2009) estimaram que elas possam produzir mais oxigénio do que todas as
plantas no mundo juntas. Afora as aplicacdes relacionadas ao emprego das microalgas e
de seus produtos na industria de alimentos, muitos estudos vém sendo realizados nos
mais diversos campos, como no tratamento de dguas residuarias de inimeros processos
industriais, na detoxificacdo biologica, na remo¢do de metais pesados etc. Na
agricultura, a biomassa pode ser empregada como biofertilizante do solo. Além disso, as
microalgas podem ser usadas na mitigacdo do efeito estufa, pela assimilagdo do CO,
(SAWAYAMA, 1995).

O cultivo de microalgas para a obtencdo de biomassa e de seus produtos de
sintese ¢ uma atividade industrial estabelecida em escala comercial em alguns paises.
Além das substancias conhecidas, a quantidade de compostos de interesse comercial que
podem ser obtidos das microalgas parece ser imprevisivel (HOSSAIN, 2008).

O crescente interesse global em tecnologias limpas, sustentdveis e organicas na
obtencdo de produtos para o consumo humano, demanda continua busca por espécies e
variedades capazes de sintetizar grandes quantidades de compostos especificos e de
maneiras de potencializar a biossintese destes (condigdes de cultivo, melhoramento
genético, entre outros). Igualmente, existe a necessidade de mais pesquisas visando o

desenvolvimento e, principalmente, o aperfeigoamento dos sistemas de producdo em
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escala comercial, a fim de tornar comercialmente viaveis alguns dos sistemas
conhecidos (AMIN, 2009).

Com as recentes pesquisas € o interesse em extrair 6leo e carboidratos de
microalgas para produzir biodiesel e etanol, respectivamente, elas tém o potencial de se

tornar ainda mais importantes.

3. AMBIENTES DE CULTIVO DAS MICROALGAS

As microalgas estdo entre os organismos mais robustos da terra e sdo capazes de
crescer em condigdes adversas. Elas sdo, geralmente, encontradas em lugares imidos ou
em corpos de dgua, sendo, assim, comuns tanto em terra como em ambientes aquaticos.
As microalgas terrestres sao encontradas com maior freqiiéncia em regides umidas ou
tropicais do que nas regides secas, pois elas nao tém tecidos vasculares e outras
adaptagdes necessarias a vida no solo (PEREZ, 2007).

No ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de uma populagao
de microalgas ¢ resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos. Os
fatores bioldgicos estao relacionados as proprias taxas metabolicas da espécie cultivada,
bem como a possivel influéncia de outros organismos sobre o desenvolvimento das
microalgas. Quanto aos fatores fisico-quimicos, sdo principalmente reportados estudos
sobre iluminacdo, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (DUARTE,
2001).

Muitas das substancias sintetizadas e acumuladas pelas microalgas sdo, também,
encontradas nas plantas que evoluiram das algas verdes ou cloréfitas. Entretanto, a
producao comercial de microalgas pode ser justificada por apresentar diversas
vantagens, pelo fato do cultivo de microalgas constituirem sistema bioldgico eficiente
na utilizacdo da energia solar para a produg¢do de matéria organica, sendo que muitas
espécies crescem mais rapidamente do que as plantas terrestres. Isso possibilita maiores
rendimentos anuais ou produtividade de biomassa.

O rendimento de microalgas foi determinado para as espécies Phaeodactylum
tricornutum, Dunalliela primolecta, Monallanthus saltha, Tetraselmis suecica,
Isochrysis sp., Botryococcus braunii, as quais apresentaram os seguintes valores
maximos: 22,0; 12,0; 13,9; 19,1; 11,5e 3,4 g m? d! de MS (gramas de massa seca, por
metro quadrado, por dia), respectivamente (THOMAS et al., 1983). Em outro teste,
encontraram para a especie Nitzschia sp. 8,8 g m™> d”' de MS e 45,8 g m™ d”' de MS

para Qocystis pusilla, quando cultivadas com ureia como fonte de nitrogénio
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(THOMAS et al., 1983). As espécies Chlorella sp. e Nannochloris sp. apresentaram,
respectivamente, 55,5 g m™ d”! de MS e 31,5 g m™” d”' de MS, com temperatura 6tima
variando de 25 a 35 °C (THOMAS et al., 1984). Lopez-Elias et al. (2005) obtiveram
rendimento didrio de biomassa seca para Chaetoceros muelleri, cultivada em sistema
estacionario protegido, durante o verdo-outono, de 26,1 g m™ d”' e de 43,7 g m” d’!
durante o inverno-primavera, valores estes inferiores ao valor estimado para esta
espécie.

Rodolfi et al. (2003) obtiveram rendimento de biomassa seca para
Nannochoropsis, cultivada em reator, variando de 1,88 a 4,8 g L'l, quando testando
quatro meios de crescimento durante 28 dias. Ja o rendimento de biomassa seca em uma
semana foi em torno de 1 g L', valor este, superior ao encontrado neste estudo para o
mesmo periodo, porem nao muito discrepante, uma vez que o valor encontrado foi de
0,828 g L' e das diferentes condi¢des de cultivo. Todavia, Rocha et al. (2003),
encontraram para esse parimetro 0,38 g L™, valor este inferior aos acima referidos.

O rendimento encontrado por Iwamoto (2004), na produgdo de Chlorella sp., foi
de 48 g quando da avaliacdo de reservatorios de 10 m™, durante 48 h, em sistema
fechado e continuo, Cohen et al., (1991) encontraram valores de rendimento diario de
massa seca e polissacarideos de 17,7 e 7,4 gm’ 2, respectivamente. Em tanques abertos,
esses valores foram de 7,6 ¢ 2,4 g m™ para a espécie Porphyridium sp..

Segundo Hughes & Benemann (1997), a fotossintese algal ¢ aumentada de 1-3 g
m~ d" de C em sistemas convencionais de tanques abertos, e de 10-12 gm™ d” de C em
sistema aquicolas isolados e cobertos, o que corresponde a 3,65-10,95 t ha'aldeCe
36,5-43,8 t ha ano™! de C, respectivamente.

Cultivos realizados em fotobiorreatores conjuntos do tipo serpentina, feitos de
tubos de polietileno transparente, com didmetro de 41 cm e capacidade para 25.000
litros, ocupando uma area de 100 m?, apresentaram produtividade de 250 g L™, ou seja,

6,25 t em um hectare ou em 25.000 litros de cultivo (OLAIZOLA, 2003).

4. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS MICROALGAS

A aplicacdo mais comum tem sido na aqiiicultura, para a alimentagao direta ou
indireta de algumas espécies de peixes, moluscos, crusticeos e de diversos organismos
forrageiros de interesse econdmico. Sdo empregadas espécies de Bacillariophyceae
(Chaetoceros spp. Ehrenberg, Thalassiosira spp. Cleve, Phaeodactylum tricornutum

Bohlin e Skeletonema costatum Greville), Haptophyceae (Isochrysis spp. Parke),
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Cryptophyceae (Rhodomonas spp. Karsten), Chrysophyceae (Monochrysis spp. Skuja),
Prasinophyceae (Tetraselmis spp. Stein), Cyanophyceae (Arthrospira spp. e Spirulina
spp.) € Chlorophyceae (Chlorella spp., Dunaliella spp. e Scenedesmus spp. Bourrely),
dentre outras classes e diversas espécies (SILVA et al., 2003; MULLER-FEUGA, 2004;
DERNER et al., 2006).

Além da consolidada produgdo para a obtengdo de biomassa, diversas
microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar compostos considerados
nutracéuticos, Gill & Valivety, (1997) destaca a importancia dos acidos graxos
poliinsaturados (4cido araquidonico - ARA, acido eicosapentaendico — EPA e &cido
docosahexaendico — DHA, por exemplo) e pigmentos carotendides (astaxantina,
betacaroteno, luteina, cantaxantina etc.), que apresentam propriedades terapéuticas.
Atualmente, algumas microalgas tém sido comercializadas como alimento natural ou
suplemento alimentar e sdo encontradas formulagdes em po, tabletes, cépsulas ou
extratos. Sdo também incorporadas em massas, snacks, doces, bebidas dentre outros,
tanto como suplemento nutricional quanto como corantes naturais (TRIPATHI et al.,
1999).

Para o emprego na elaboracdo de alimentos, bem como para a extracdo de
alguma substancia de interesse, ¢ necessario primeiramente separar a biomassa do meio
de cultura. O processo de separacdo envolve uma ou mais etapas, como floculagdo,
centrifugacdo e filtragdo, por exemplo. Para a desidratacio da biomassa, diversas
técnicas podem ser empregadas, como a secagem ao sol, secagem por meio de aspersao
(spray-drying) e a liofilizacdo. Para a extragdo dos compostos, as células microalgais
sdo rompidas, empregando métodos de homogeneizagdo, ultra-som, choque osmético,
solventes, enzimas, congelamento, dentre outras. As substancias de interesse sdo, entao,
recuperadas e, na maioria dos casos, sofrem algum processo de purificagdo, como
ultrafiltracdo, cromatografia ou fracionamento (SAWAYAMA et al., 1995; JACOB-
LOPES et al., 2006; MOLINA-GRIMA, 2003; PATIL et al., 2008).

4.1 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

Os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos, estdo presentes nas
mais diversas formas de vida, desempenhando importantes fungdes na estrutura das
membranas celulares e nos processos metabdlicos. Em humanos, os éacidos linoléico
(18:2n-6, AL) e alfa-linolénico (18:3n-3, AAL) s3o necessdrios para manter sob

condi¢cdes normais, as membranas celulares, as fungdes cerebrais ¢ a transmissao de

14



impulsos nervosos. Esses acidos graxos também participam da transferéncia do
oxigeénio atmosférico para o plasma sangiiineo, da sintese da hemoglobina e da divisao
celular, sendo denominados essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo a
partir dos acidos graxos provenientes da sintese de novo (YOUDIM et al., 2000;
YEHUDA et al., 2002).

Os 4cidos graxos podem ser obtidos de fontes animais ou vegetais, tanto
terrestres quanto aquaticas, e diversos microrganismos tém sido considerados como uma
alternativa as fontes usuais desta classe de lipidios (CERTIK & SHIMIZU, 1999).
Segundo RATLEDGE (2001), a produgao de 6leo a partir de organismos unicelulares
(“single cell oil” — SCO) é um conceito relativamente novo, sendo que as microalgas
mostram-se cComo uma promissora opgao.

Becker (2004) relata que o conteudo de lipidios da biomassa microalgal pode
variar entre 1 a 40 % do peso seco e, em certas condi¢cdes de cultivo, pode alcancar até
85%. Os lipidios algais sdo tipicamente compostos por glicerol, aglicares ou bases
esterificadas e 4cidos graxos contendo entre 12 e 22 carbonos, podendo ser tanto
saturados quanto mono ou poliinsaturados. Os acidos graxos correspondem a maior
fragao dos lipidios e, em algumas espécies, os PUFA (“polyunsaturated fatty acids”)
representam entre 25 e 60% dos lipidios totais (BECKER, 2004).

De acordo com Robles Medina et al. (1998), os lipidios de algumas espécies
(quase sempre marinhas) contém quantidades relativamente altas de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, notadamente de EPA (20:5 n-3) e DHA (22:6 n-3).

JIANG et al. (1999) relatam que a significancia terapéutica dos PUFA tem sido
demonstrada por diversos estudos clinicos e epidemioldgicos. Ao EPA e ao DHA sdo
atribuidas propriedades benéficas a saude, associadas ao consumo de certos peixes
marinhos e seus 6leos. Os PUFA tém fun¢ao na prevencao e tratamento de uma série de
doengas cardiovasculares, da aterosclerose e da arritmia, da redu¢do da pressdo arterial,
da reducao dos niveis de colesterol e trigliceridios no plasma, da artrite reumatdide, do
cancer e sdo aparentemente essenciais na nutricdo infantil e no desenvolvimento
cerebral.

Os peixes marinhos s3o uma conhecida fonte destes compostos nutricionalmente
muito importantes. Entretanto, existem consideraveis evidéncias levantadas por Robles
Medina et al. (1998) indicando que os acidos graxos poliinsaturados encontrados nos
Oleos de peixes provém da ingestdo de organismos que constituem o zooplancton, os

quais tém as microalgas como seu principal alimento. Desta maneira, por meio da
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cadeia trofica, os PUFA sintetizados e acumulados pelas microalgas sdao direcionados
até os peixes.

Peixes como bacalhau, savelha, arenque, anchova e sardinha contém alta
propor¢ao de gordura e sdo empregados na obtencdo de PUFA. No entanto, os produtos
extraidos destas fontes podem apresentar varios problemas, tais como: odor
desagradavel, contaminacdo com metais pesados, baixa estabilidade, presenca de
colesterol, producdo varidvel e um complexo perfil de dacidos graxos, podendo
apresentar mais de 50 tipos diferentes. Em contraste, os acidos graxos das microalgas
ndo apresentam as desvantagens citadas. Além disso, nos cultivos, as condigdes
ambientais podem ser controladas e as espécies selecionadas de acordo com o(s)
acido(s) graxo(s) desejado(s). Ademais por apresentar composicdo mais simples, o
processo de purificagdo dos PUFA ¢ facilitado (ROBLES MEDINA et al., 1998;
DERNER et al., 2006).

Dentre as espécies conhecidas de microalgas que apresentam quantidades
significativas de PUFA das familias Omega-3 e Omega-6, encontram-se representantes
de Haptophyceae (Isochrysis spp. € Pavlova lutheri (Droop) Green), Bacillariophyceae
(Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira spp. € Odontella aurita (Lyngbye) Agardh),
Dinophyceae  (Crypthecodinium  cohnii  (Seligo) Javornick), Rhodophyceae
(Porphyridium cruentum Négeli) e, em menor quantidade, de Chlorophyceae
(YONGMANITCHAI & WARD, 1991). Segundo PULZ & GROSS (2004), os acidos
graxos poliinsaturados de origem microalgal t€ém mercado muito promissor na

biotecnologia, em especial na industria de alimentos funcionais.

4.2 CAROTENOIDES

Como ocorre com outros organismos, cada classe de microalgas apresenta sua
propria combinagdo de pigmentos e, conseqiientemente, coloracdo distinta. Os trés
principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa microalgal sdo as clorofilas, os
carotenoides e as ficobilinas (ficobiliproteinas) (ABALDE et al., 1995). Segundo
BOROWITZKA (1993), ¢ possivel incrementar a sintese destes compostos por meio da
manipulagdo das condigdes de cultivo, usualmente por algum estresse ambiental.

Os carotendides, pigmentos de grande interesse comercial, funcionam como
fotoprotetores e como pigmentos fotossintéticos secundarios, sendo que cada espécie
pode conter entre 5 a 10 tipos de um universo de aproximadamente 60 diferentes

carotenoides presentes nas células microalgais. Diversas espécies podem acumular
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grande concentracdo de betacaroteno, astaxantina ou cantaxantina, como por exemplo,
aquelas que tém ampla aplicagdo como corantes naturais € como antioxidantes (BAKER
& GUNTER, 2004; PULZ & GROSS, 2004).

O crescente interesse industrial por esses pigmentos naturais pode ser explicado
pela capacidade atribuida a eles de prevenir doengas degenerativas: combatendo os
radicais livres e funcionando como agentes anticancer e estimuladores do sistema
imunolégico (OROSA et al., 1997). Comparados aos corantes sintéticos, sdo mais
resistentes a presenca de acido ascorbico, ao calor, aos processos de congelamento e
apresentam eficiéncia, mesmo quando aplicados nos alimentos em pequenas
quantidades (SKULBERG, 2004). A rigida regulamentag@o para a aplicacdo de corantes
sintéticos, na industria de alimentos, estimula pesquisas visando ao desenvolvimento
produtivo e ao uso de carotendides microalgais como aditivo alimentar (CAMPO et al.,

2000).

4.2.1 Betacaroteno

O betacaroteno ¢ um pigmento tipicamente encontrado nas microalgas, bem
como nas macroalgas e nas plantas. Geralmente, tem sido encontrado numa fragao
inferior a 1% da massa seca, mas pode ser acumulado até aproximadamente 10% em
espécies halotolerantes (crescem em elevada concentracdo de sal), como naquelas do
género Dunaliella (ABALDE et al.,, 1995). Este composto, extraido da biomassa
microalgal, vem sendo aplicado comercialmente como corante natural, podendo atuar
como pro-vitamina A, produto antioxidante e contra doengas degenerativas como o
cancer. A espécie D. salina ¢ reconhecidamente uma importante fonte de betacaroteno.
O cultivo comercial ¢ realizado de maneira eficiente em tanques abertos, em regides de
salinas, onde a elevada incidéncia luminosa e a alta salinidade geram um estresse
(desequilibrio osmético) nas células, que respondem com a sintese de glicerol e
betacaroteno (BOROWITZA & BOROWITZA, 1988; EDGE et al.,, 1997, BEN-
AMOTZ, 2004; DERNER et al., 2006).

O betacaroteno de fonte microalgal tem sido comercializado sob trés formas:
extratos, pd6 € como biomassa seca. Segundo BEN-AMOTZ (2004), o preco deste
produto varia entre US$ 300,00 e US$ 3.000,00 por quilograma, de acordo com a

qualidade do produto e a demanda.
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4.3 ASTAXANTINA

A espécie Haematococcus pluvialis tem sido cultivada comercialmente devido a
sua capacidade de acumular astaxantina sob condi¢des de estresse ambiental, como
deficiéncia de nitrogénio e elevada intensidade luminosa. Segundo BOROWITZKA &
BOROWITZA (1988), H. pluvialis pode conter entre 1,5 e 3% de astaxantina na
biomassa seca. No mercado, sdo encontrados produtos na forma de concentrados em po,
liofilizados ou biomassa desidratada, bem como extrato em o6leo vegetal. O maior
mercado para a astaxantina tem sido a aqiiicultura, onde ¢ especialmente empregada
para dar a cor avermelhada a carne do salmao cultivado, a astaxantina natural ¢ vendida
por aproximadamente US$ 2.500,00 o quilograma, sendo que 95% do consumo mundial
da aqliicultura sdo abastecidos com astaxantina sintética. Como existe em nivel mundial
crescente procura por produtos naturais, as empresas produtoras de astaxantina (extraida
das microalgas) percebem isso como uma grande oportunidade comercial
(MARGALITH, 1999).

O interesse pela producdo e comercializagdo da astaxantina microalgal visando
ao consumo humano também tem aumentado, pela iminéncia na aprovagao pelo U S
Food and Drug Administration (FDA), para o uso como ingrediente em suplementos
dietéticos e por sua aprovacdo em diversos paises europeus (CYSEWSKI & LORENZ,
2004).

Além do betacaroteno e da astaxantina, outros pigmentos como as
ficobiliproteinas, notadamente a ficoeritrina (de coloragdo avermelhada), sintetizada por
Cyanophyta, Rhodophyta e Cryptophyta, e a ficocianina (de coloragcdo azulada /
avermelhada) produzida por Cyanophyta, Rhodophyta, Cryptophyta e Glaucophyta, tém
sido empregados como corantes na industria de alimentos, na induastria de cosméticos e

em ensaios imunologicos (BECKER, 2004; DERNER et al., 2006).

4.4 BIOCOMBUSTIVEIS

A procura de recursos limpos que permitam assegurar as necessidades
energéticas futuras constitui um dos maiores desafios da atualidade. O crescente prego
dos combustiveis e o foco internacional sobre o impacto ambiental das emissoes
gasosas tém conduzido a procura por recursos renovaveis e ao desenvolvimento de

tecnologias verdes que suportem a industria e as necessidades do mercado mundial

(MATA, 2010).
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Atualmente, na Unido Europeia, o setor dos transportes ¢ responsavel por cerca
de um quarto das emissdes de gases causadores do efeito de estufa, o que desperta a
procurar por formas de reduzir as emissdes poluentes deste setor, seja por meio de
veiculos mais limpos e eficientes, ou por meio da utilizacdo de biocombustiveis que
permitam reduzir a dependéncia energética dos combustiveis fosseis. Os
biocombustiveis constituem recursos nao-toxicos, biodegradaveis e renovaveis, e estdo
associados a vantagens ambientais uma vez que permitem a redugdo das emissdes
poluentes (gases do efeito estufa), o que no panorama atual, representam alternativa
energética cada vez mais explorada. Contudo, a geragao de biocombustiveis atual esta
baseada apenas nas culturas alimentares, como canola, milho, soja, aglicar e colza,
apesar de ndo se ter dados cientificos relevantes, acredita-se que o cultivo dessas
culturas para bicombustiveis podem conduzir a aumentos nos pregos dos alimentos € o
agravamento da desflorestacio (GREENWELL, 2010).

Na busca de alternativas para fornecer energia mais sustentavel, ha forte
entusiasmo em torno do grande potencial oferecido pelas algas como fonte energética.
Neste dominio, as microalgas figuram como alternativa auspiciosa para a proxima
geragdo de biocombustiveis, apresentando-se com consideravel potencial para a
produgdo de biocombustiveis e, em particular, de biodiesel, uma vez que tém a
capacidade de duplicar sua biomassa varias vezes por dia e produzir pelo menos 15
vezes mais Oleo por hectare do que as culturas alimentares concorrentes (CHISTI,
2007).

A maior parte do petroleo no mundo de hoje foi formada pela decomposicao de
algas que datam de hd milhdes de anos atrds. Este processo pode ser replicado para
proporcionar a sociedade energia mais limpa, tendo unicamente como fontes de matéria-
prima a luz solar, a dgua e dioxido de carbono, durante o processo de fotossintese. O
grande desafio atual consiste na otimizagdo dos processos de producdo e extragdo dos
6leos e a identificacdo e manipulagdo dos recursos bioldgicos com maior potencial de
exploragdo, com vistas a valorizagdo desta potencial fonte energética (XU et al., 2006;

HOSSAIN et al., 2008).

4.5 OUTRAS APLICACOES
Afora as aplicagdes relacionadas ao emprego das microalgas e dos produtos
extraidos destas na industria de alimentos, muitos estudos vém sendo realizados nos

mais diversos campos, tais como: no tratamento de aguas residuarias de intimeros
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processos industriais (CHINNASAMY et al., 2009), para a detoxificacao bioldgica e
remoc¢do de metais pesados (MARTINS et al., 2003; RIBEIRO et al., 2010); como
bioindicadores, na detec¢do de nutrientes (para as microalgas) e substancias toxicas
(detergentes, efluentes industriais, herbicidas etc.) (LEMARIE et al., 1999). Na
agricultura, a biomassa pode ser empregada como biofertilizante do solo (MEDEIROS
& LOPES, 2006). Além de sintetizar toxinas, as microalgas podem produzir uma gama
de moléculas bioativas com propriedades antibidticas, anticancer, antiinflamatorias,
antivirais, redutoras do colesterol, enzimaticas e com outras atividades farmacologicas
(PARISI et al., 2009; SOARES, 2009). Além disso, podem ser usadas na mitiga¢ao do
efeito estufa, pela assimilagdo do CO,, resultado do processo de queima dos
combustiveis fosseis e de praticas agricolas improprias (CHIU et al., 2008). Ainda,
possibilitam producdao de biocombustiveis (biodiesel e etanol, por exemplo) (Ueno et
al., 1998; AMIN, 2009). Por fim, as microalgas sdo uteis a producdo de hidrogénio
livre, por biofotolise na elaboragdo de um inseticida natural, pela recombinagdo de uma
seqiiéncia do DNA da bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) no genoma
de uma espécie de microalga, consumida pelo mosquito da malaria em sua forma larval

(VONSHAK, 1990).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser uma atividade consolidada em outros paises, a producdo comercial
de microalgas no Brasil tem sido realizada por empresas (localizadas no litoral de Santa
Catarina e de praticamente todos os estados da Regido Nordeste) que produzem a
biomassa e a empregam principalmente na alimentagao de organismos como camardes €
moluscos marinhos. Nao h4 informacdes na literatura sobre a producdo em grande
escala para a obteng@o de biomassa ou para a extracdo de compostos bioativos visando a
outras aplica¢des no Brasil. Somente existem iniciativas ainda de carater experimental
em diversos centros de pesquisa e, em geral, trabalhando isoladamente.

Além das substancias conhecidas, a quantidade de compostos de interesse
comercial que podem ser obtidos das microalgas parece ser imprevisivel. Em nivel
mundial, o crescente interesse em tecnologias limpas, sustentaveis e organicas, na
obten¢cdo de produtos para o consumo humano, demanda uma continua busca por

espécies e variedades capazes de sintetizar grandes quantidades de compostos

20



especificos e de como ¢ possivel potencializar a biossintese destes (condigdes de
cultivo, melhoramento genético etc.).

E evidente a necessidade de pesquisas visando ao desenvolvimento e,
principalmente, ao aperfeicoamento dos sistemas de produg¢do em escala comercial, a
fim de tornar comercialmente viaveis alguns dos sistemas conhecidos. Essas pesquisas,
por fim, se fazem necessarias a identificacdo dos produtos que podem ser extraidos das
microalgas, da possivel atividade bioldgica (estudos metaboldgicos e toxicologicos) e

do desenvolvimento de mercados especificos para estes.
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AS MICROALGAS COMO ALTERNATIVA A PRODUCAO DE
BIOCOMBUSTIVEIS

RESUMO

As culturas de microalgas podem ser usadas para capturar e utilizar o CO;
emitido por usinas termoelétricas ou por outras fontes. A mitigacdo das emissdes de
gases de efeito estufa (GEE) resulta da conversdao da biomassa colhida das microalgas
em biocombustiveis renovaveis, tais como o biodiesel e outros produtos de substitui¢do
dos combustiveis fosseis. As microalgas sdo usualmente cultivadas em grandes tanques
com agitagdo promovida por pas rotativas. Seu crescimento ocorre em suspensdo na
agua quando sao fornecidos todos os nutrientes necessarios e, numa velocidade maior,
quando ha o fornecimento adequado de CO,. As microalgas podem ser convertidas em
biocombustiveis e em outros co-produtos, de forma renovavel, reduzindo o uso de
combustiveis fosseis. Comparadas a outras opg¢des bioldgicas para a captura e a
utilizacao do CO,, as culturas de microalgas t€m como principais vantagens: potencial
em conseguir alta produtividade, habilidade para capturar nutrientes das 4aguas
residudrias, das fontes de dgua salgadas e salobras (ndo apropriadas para outros usos) e
sua elevada eficiéncia no uso da agua. As microalgas sdo uma atrativa alternativa as
oleaginosas como soja, milho e palma. Isso por causa da sua elevada densidade de
lipidios, que faz com que elas possam produzir mais 6leo por hectare. Ja que as
microalgas podem ser cultivadas em uma instalagdo industrial, requerendo area muito
menor ¢ nao exigindo fertilidade de solo. Surge com possibilidade de substituicdo as
matérias primas atualmente avaliada para a produ¢dao de biocombustiveis, 0 que vem
sendo criticado por proporcionar a competicdo com a producdo de alimentos. Nesta
revisdo buscou-se apresentar algumas atualizagcdes sobre o potencial do cultivo de

microalgas para a produ¢do dos biocombustiveis.

Palavras-chave: microalgas; biocombustiveis; alternativa energética; biodiesel.
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MICROALGAE AS AN ALTERNATIVE FOR PRODUCTION OF BIOFUELS

ABSTRACT

The cultures of microalgae can be used to capture and use the CO, emitted by
thermoelectric or other sources. The mitigation of emissions of greenhouse effect gases
(GEGs) resulting from the conversion of biomass harvested from microalgae in
renewable biofuels such as biodiesel and other substitutes for fossil fuels. The
microalgae are usually cultivated in large tanks with agitation produced by rotating
blades. It multiplies in hanging water when it is provided all the necessary nutrients and
in a higher speed when, with the CO,. The microalgae can be converted into biofuel and
other co-products in a renewable way, reducing the use of fossil fuels. Compared to
other biological options for the capture and use of CO,, the cultures of microalgae have
as main advantages: the potential to achieve high productivity, ability to capture
nutrients from wastewater, waste utilization, sources of salt and brackish water (not
suitable for other uses) and its high efficiency in water use. Microalgae are an attractive
alternative to oilseeds such as soybeans, corn and palm. This is caused by its high
density of lipids, which make that they can produce more oil per hectare. Since
microalgae can be cultivated in industrial areas, requiring much less area and do not
demanding soil fertility. It appears as a possibility of replacing the raw materials
currently in vogue for biofuels, which has been criticized for competing with food
production. This review aimed to provide some updates about the potential cultivation

of microalgae for biofuel production.

Keywords: microalgae; biofuels, alternative energy, biodiesel
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1. INTRODUCAO

A primeira meng¢ao ao uso de algas para a producdo de biocombustiveis ocorreu
em 1950, no MIT. Entre 1980 a 1995, o Departamento de Energia dos Estados Unidos
(United States Department of Energy) e o Laboratorio Nacional de Energias Renovaveis
(National Renewable Energy Laboratory - NREL) desenvolveram o Algae Species
Program (ASP) (BENEMANN, 2008), até hoje considerado um marco referente ao
assunto. O cultivo de algas vem apresentando uma série de modalidades e o de alta
densidade de microalgas com elevado teor de 6leo, em larga escala, parece ser o que
mais exigiria inovagdes tecnoldgicas para obtengdo da produtividade satisfatoria.
Pesquisadores (CHISTI, 2007; BENEMANN, 2008; MATA et al., 2010) e institui¢des
(International Energy Agency, 2007; European Environmental Agency, 2007)
Renewable Fuel Agency, 2008) envolvidas nas areas afins, ao considerarem as
conquistas recentes da biotecnologia (engenharia metabolica, gendmica, protedmica,
nutrigendmica, bioinformatica, desenho de bioreatores etc.), assinalam que o cultivo de
alta densidade seré viavel, em pouco tempo. Em varios experimentos foram verificados
o potencial de produtividade em biomassa e teor de 6leo, independentemente do uso
energético das algas. Até fevereiro de 2008 foram identificadas e caracterizadas
algumas espécies selvagens de algas que apresentam grande potencial nestes quesitos.
Alguns destes genomas foram seqiienciados, sendo obtidas cepas geneticamente
modificadas (MAYFIELD, 2008) para serem cultivadas apenas em pequena escala. Para
desenvolver o cultivo em larga escala torna-se importante isolar e caracterizar outras
espécies, além de aprimorar caracteristicas especificas que venham a proporcionar
aumento no potencial da microalga como matéria prima para a producdo do biodiesel.
Paralelamente, ¢ necessario desenvolver novos métodos, processos para colheita,
extragdo e conversao do oleo.

Sao muitos os desafios para a producdo em larga escala e a escolha do processo
de cultivo de algas, o que dependera do fomento e do interesse de instituigdes publicas e
privadas no tema. A opgdo, por exemplo, de implantar o cultivo comercial de
microalgas de origem marinha em areas em processo de desertificagdo, como no semi-
arido do Brasil, distante do litoral, permitira reduzir os indices de contaminagao, seja
por outras microalgas estuarinas, marinha e hipersalinas, seja por espécies continentais,
que ndo sobrevivem em agua salina.

O diferencial da aqiiicultura de microalgas em larga escala no Brasil estd na

localizagdao geografica (proxima ao Equador), que possibilita a irradiagdo solar em
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niveis excelentes, na mesma regido dos aqiiiferos salinos, cuja outorga nao se encontre
conflitante com outros usos (MELO, 2010). Os recursos naturais ¢ humanos, a
experiéncia dos pesquisadores, o estado da arte das pesquisas com microalgas, incluindo
algumas cepas ja sequenciadas ou em processo de finalizagdo e a diversidade das
espécies endogenas com potencial para producao de altos teores de lipidios sao outros
elementos importantes. A estes podem ser, ainda, associadas a capacidade de
desenvolver sistemas de cultivo tecnologicamente avancados, com alto desempenho e
baixo custo e a existéncia de uma infra-estrutura logistica.

Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de rotas tecnoldgicas de
conversdao do 6leo extraido para os biocombustiveis. Contudo, nesta revisdo apresenta-
se uma atualiza¢do sobre a produ¢do de microalgas e consideragdes sobre o potencial de

aplicacdo do 6leo de microalgas na fabricagdo dos biocombustiveis.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Producio de microalgas
As algas usam a energia do sol para converter 4gua e CO, em biomassa. Sdo
organismos fotossintetizantes que utilizam o ambiente aquatico para se desenvolverem.
Atualmente, mais de 150 espécies sdo usadas comercialmente para prover alimentos aos
seres humanos e animais, servir como agentes espessantes em sorvetes e eliminar
doencgas sob a forma de remédios. As microalgas geralmente ndo chegam a 2 mm de
diametro e ¢, atualmente, o organismo fotossintético mais promissor para o0s
biocombustiveis, pois comparado com as macroalgas, apresentam estrutura menos
complexa, maior taxa de crescimento e, em algumas espécies, alto teor de 6leo (MATA
et al., 2009). No entanto, existem algumas desvantagens (AMIN et al., 2009):
e Elevado custo de producdo da matéria-prima;
e Se forem usados fotobiorreatores fechados, os custos de implantagdo sao
extremamente altos;
e Os sistemas de reservatorios abertos podem ser usados, com queda dréstica de
rendimento, e com significativa redu¢@o de produtividade de biomassa;
e Algas geneticamente modificadas podem ser mais estaveis, mas 0s riscos
ambientais sdo extremamente altos (poluicao e destruicdo da biodiversidade nas

aguas e rios).
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Muitos estudos ja foram realizados para a producao de biodiesel a partir de
microalgas, mas ndo conseguiram superar as dificuldades e ndo evoluiram. Entretanto,
pesquisas recentes ja comegam a dar resultados, embora ainda esteja distante qualquer
iniciativa para a producdo em larga escala. A empresa Valcent Products Inc.
desenvolveu biorreatores verticais de alta densidade para produgdo de microalgas. Esse
sistema ¢ planejado para trabalhar em circuito fechado e usar pouca energia e agua
(NOGUEIRA, 2010). Nos testes realizados, os rendimentos foram de 150.000
galdes/acre/ano (cerca de 1,5 milhdes de litros/ha/ano). O custo de produgdo foi de 13
centavos de dolar/L. As microalgas sao potencialmente adequadas para a producao de
combustiveis; entretanto, os dados de laboratorio sobre essa produgdo sdo limitados
(TEIXEIRA & MORALES, 2007). O crescimento fotossintético requer luz, CO,, 4gua e
sais inorganicos. A temperatura deve permanecer em torno de 20 a 30 °C. Para
minimizar os custos da produgdo de biodiesel, o cultivo de microalgas apresenta varias
caracteristicas:

e custo relativamente baixo para a colheita e transporte (FAO, 1997) e menor
consumo de dgua (SHEEHAN et al., 1998), comparados aos de cultivo de
plantas;

e pode ser realizado em condi¢des ndo adequadas para a produgdo de culturas
convencionais (FAO, 1997);

e as microalgas apresentam maior eficiéncia fotossintética que os vegetais
superiores e podem ser cultivadas em meio salino simples (PIRT, 1986); e,

e s3o excelentes fixadoras de CO, (BROWN & ZEILER, 1993).

O meio de crescimento das microalgas deve prover elementos inorganicos que
constituem a célula algal. Elementos essenciais incluem: nitrogénio, fosforo, potassio,
ferro, magnésio e, em alguns casos, silicio, além de elementos em pequenas
concentragdo (na condi¢do de micronutrientes), tais como molibdénio, boro, dentre
outros. Agua do mar suplementada com nitrato comercial e fertilizantes com fosfato e
alguns outros micronutrientes ¢ comumente utilizada para o crescimento de microalgas
marinhas (MOLINA GRIMA et al.,1999). Os meios de cultivo correspondem a 30 % do
custo de produgdo segundo Molina-Grima (2003), no seu trabalho sobre analise
econdmica da producdao de biodiesel de microalgas. A biomassa microalgal contém
aproximadamente 50% de carbono em peso seco (SANCHEZ MIRON et al., 2003), em

que a principal fonte provém do CO,. A produgdo de 100 t de biomassa algal fixa em
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torno de 183 t de CO,. A produgao de biodiesel pode potencialmente usar parte do CO,
que ¢ liberado pelas plantas superiores ou por combustdo de 6leos fosseis (YUN et
al.,1997). Este CO; estd muitas vezes disponivel com pequeno ou nenhum custo.
Unidades de produ¢ao de biomassa algal em grande escala geralmente utilizam
culturas continuas, usando o sol com fonte de energia. Neste método de operagdao, um
novo meio de cultura ¢ oferecido numa taxa constante e a uma mesma quantidade de
cultura algal (MOLINA GRIMA et al., 1999). Estudos recentes mostraram que, no caso
das microalgas com 50% de sua massa seca em 06leo, somente 0,3% da area cultivada
nos Estados Unidos poderiam ser utilizadas para produzir biodiesel suficiente para repor
todo o combustivel usado em transporte (BENEMANN, 2008). Além disso, a terra
utilizada para o cultivo de microalgas pode ser desértica, com baixo valor econdmico
para outros usos € com alta irradiagdo solar e que, neste cultivo, podem ser utilizados
residuos de outras produgdes, como o CO, de processos industriais, além de residuos
organicos (VICHEZ et al., 1997). Em relacdo ao rendimento em o6leo, o de microalgas ¢
pelo menos quinze vezes maior que o da palma, que ¢ a planta que proporciona a maior
produtividade por meios convencionais (SCHENK, 2008). Existe estimativa de
producio de 6leo de microalgas de (15000 a 30000) L km™ (BENEMANN, 2008). Os
teores de lipidios e trigliceridios (TG) dependem das condi¢des das culturas, sendo que,
na década de 1940, foram relatados percentuais bastante elevados, de (70 a 85)% (FAO,
1997). Na Tabela 1 € possivel observar algumas microalgas promissoras como matéria-
prima para a producao de biodiesel, gragas ao seu potencial na producao de lipidios. Em
relacdo a Dunaliella, dos lipidios produzidos pelas células, obteve-se até 57% como
TG- molécula de partida para a produgdo do biodiesel (TAKAGI et al., 2006). No caso
de algumas microalgas ali inseridas, o percentual de lipidio ¢ baixo, porém estudos
mostram que este valor pode ser aumentado (TEIXEIRA & MORALES, 2006;
ILLMAN et al., 2000). Com base em diversos relatdrios disponiveis, Sing & Gu (2010),
relataram que, atualmente, os custos de produ¢do do biodiesel de algas encontra-se entre
(9 a 25) Reais por galdo, em tanques agitados, e de (15 a 40) Reais em fotobiorreatores.
Esses valores incluem todo o sistema de produgdo que ¢ complexo nos dias atuais,
composto por varios subconjuntos de sistemas (isto ¢, producdo, separacdo, extracao,
secagem e montagem dos sistemas), sendo que uma reducdo nas etapas de producdo

reduziria também os custos (SING & GU, 2010).
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Tabela 1 - Espécies de microalgas promissoras a producdo de

biodiesel (TAKAGTI et al., 2006).

Teor de 6leo de espécies selecionadas

Espécies Volume de dleo
% massa seca
Ankistrodesmus TR-87 28 —40
Botryoccocus Braunii 29 -175
Chlorella sp. 29
Chlorella protothecoides 15 -55
(autotrofica / heterotrofica)

Cyclotella DI-35 42
Dunallella tertholecta 36 -42
Hantzschia DI-160 66

Isochrysis sp. 7-33
Nannociors 31
(6 -63)
Nannochicropsis 46
(31 -68)
Nitzschia TR-114 28 - 50
Phaeodactytum tricomutum 45
Scenedesmus TR-84 33
(9-59)
Sticnococcus 31
Tetraseimis suecica 15-32
Thaiassiosira pseudonana 21 -31

2.2. Cadeia de biocombustiveis baseada em microalgas

A colheita da biomassa das microalgas ndo segue regime de safras. Desta forma,
esta pode ser realizada diariamente, pois tem um tempo de geracao de poucas horas, o
que permite processos de producao continuo. Nao sdo necessarias areas araveis ou agua
potavel, ndo competindo, portanto, com a agricultura, animais ou pessoas pela sua
outorga. A biofixacdo de CO, ¢ outra caracteristica deste cultivo, tornando neutro em
carbono o biocombustivel de 6leo das microalgas. Apos a colheita e extragdo do 6leo,
os meios de cultura sdo diretamente reaproveitados ou reciclados, os residuos usados na
produgdo de biogas por digestdo anaerdbica e posterior co-geracdo de energia elétrica,
para uso no proprio processo de cultivo, utilizando-se o CO, gerado pela combustio do
biogas na aquicultura das proprias microalgas, de forma a incrementar seu crescimento.
Este potencial de reaproveitamento pode ser incorporado as outras receitas, como
comercializa¢do dos biocombustiveis, dos subprodutos da biomassa e da biodigestao.

O modelo da cadeia produtiva proposta AZEVEDO et al. (2008) baseia-se no

encadeamento dos setores responsaveis por cada etapa do processo (Figura 1). Esta
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configuragdo pressupde eficacia do balango energético, reciclagem continua dos meios
de cultura, escoamento da producdo e aproveitamento do metano como fonte para

produgdo de energia elétrica juntamente com os residuos de biomassa.

Biocombustivel

Lab. de Tangqus Tangue ds Tangue de leo de
Cultivo Mas Crecolmento Engorda Alga
- - 3
Aguas + Nutrientes
O/ + I
TMumientes = = -
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Figura 1 - Esquema simplificado do cultivo de microalga e a reciclagem e uso de
subprodutos.

Fonte: AZEVEDO et al. (2008).

A eficiéncia de conversdao da energia solar em energia quimica na maioria das
espécies vegetais ¢ baixa, sendo a cana-de-aglicar a que apresenta maior eficiéncia de
conversao (CANTRELL, 2008). E relevante a diferenca da producdo de biodiesel a

partir das microalgas em relagdo as outras plantas, tal como estd mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Exemplos de produgdao de biodiesel utilizando-se biomassas diversas

(MAYFIELD, 2008)

Comparacio entre eficiéncias de colheitas

Area requerida Area requerida
.o para equiparar | como percentagem
Fonte de Planta Biodiesel atual demanda de grandeza de
(L/ha/ano) g
global de dleo terra global
(milhées hectares)

Soja 446 10932 72,9
Colza 1190 4097 27,3
Mustarda 1300 3750 25
Jatropha 1892 2577 17,2
Oléo de palma 5950 819 5,5
Alga 45000 108 0,7

O oleo das microalgas deve, no entanto, passar por um processo especifico de
conversdao para cada tipo de biocombustivel pretendido. Para a producdo comercial ¢
preciso viabilizar o cultivo em larga escala de espécies de microalgas que acumulem o
maximo de lipidios. Por meio do manejo das condigdes de cultivo (nutrientes, por
exemplo), diversas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas
concentragdes das biomoléculas de interesse para a producdo de cada combustivel
pretendido. Para a producdo de biocombustiveis, o lipidio de interesse corresponde ao
Triacilglicerol ou Triacilglicerideo, um tri-éster oriundo da combinacao do glicerol com
acidos graxos (acidos carboxilicos de longa cadeia alquilica), tais como palmitico,

oléico e alfa-linolénico.

2.3. Cultivo de microalgas para producio de biodiesel

Assim como as plantas, as microalgas requerem trés componentes para crescer:
luz, CO; e 4gua. A fotossintese ¢ um processo bioquimico por meio do qual as plantas,
as microalgas e alguns tipos de bactérias convertem a energia fornecida pela luz solar
em energia quimica. Esta energia ¢ utilizada em reagdes que levam a formacao dos
acgucares ou a fixagdo do nitrogénio nos aminoacidos (os blocos fundamentais para a

sintese das proteinas) (HOEK et al., 1995; RAVEN et al., 2001).
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Estes organismos podem ser cultivados em diversos sistemas de produgdo, com
seu volume variando desde poucos litros até bilhdes deles. Os sistemas comumente
empregados sdo pouco sofisticados, por ocorrerem a céu aberto, sob condi¢des naturais
de iluminagdo e temperatura, € com baixo ou nenhum controle sobre essas variaveis
ambientais (MOLINA GRIMA, 2003). Encontrar espécies de microalgas aptas para
crescerem nao ¢ tarefa muito dificil entretanto, cultivar espécies especificas de
microalgas para a producdo de biodiesel ndo ¢ algo facil, j4 que elas possuem
caracteristicas igualmente especificas e exigem muitos cuidados especiais, como por
exemplo, evitar a contaminacao por espécies de microalgas indesejaveis que estejam
presentes no meio de cultivo, ja que as microalgas necessitam de luz, CO, e 4gua para o
seu crescimento e elas podem ser cultivadas em reservatdrios abertos.

O principal problema no cultivo de microalgas em sistemas abertos ¢ que as
espécies com conteudo mais elevado de 6leo ndo sdo necessariamente as mais rapidas
para se reproduzir. E exatamente por estes sistemas serem abertos, elas se tornam muito
mais vulneraveis a contaminagdo por outras espécies de microalgas e bactérias, com a
possivel exce¢do da espirulina (que cresce em um meio agressivo € sob pH
extremamente elevado, eliminando, desse modo, a possibilidade da contaminagdo por
outras espécies) (VOLKMANN et al., 2008; WELLINGER, 2009).

Por esta razdo, o nimero de espécies que tém sido cultivadas com sucesso, para
dada finalidade, em um sistema aberto, ¢ relativamente pequeno. Além disso, em
sistemas abertos, ha menor controle sobre a temperatura da 4gua, a concentragao de CO,
e as condi¢des de iluminacdo. Isto faz com que a estagdo de crescimento seja muito
dependente da localizagcdo geografica e, com excegdo das areas tropicais, seja limitada
apenas aos meses mais quentes. Se por um lado tem-se essas desvantagens com
utilizacdo de sistemas “abertos”, por outro lado tem-se como vantagem o seu baixo
custo de implantacio (BRENNAN & OWENDE, 2009). No sistema mais bdasico, ha
somente a necessidade de escavar uma trincheira ou a formacao de pequena lagoa.

A configuracdo e as caracteristicas operacionais dos tanques variam de acordo
com o espaco, volume, aplicacdo, custos e localizagdo. Por exemplo, na Figura 2, ¢
mostrado um cultivo de microalgas para alimentagdo de larvas de caranguejo
(larvicultura). Os tanques para producdo de microalgas para larvicultura sdo de material
plastico, circulares, com capacidade de 500 L e mantidos em ambiente fechado com
iluminacao artificial. A agitacao ¢ feita por meio de borbulhamento de ar atmosférico, o

que ¢ realizado por um compressor de ar (GIA, 2008).
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Figura 2 - Cultivo de microalgas em tanques; produgdo de Nannochloropsis oculata em
ambiente fechado.
Fonte: Soares, (2010).

Nas Figuras 3A e 3B estdo mostrados outros exemplos de reservatorios, com
configuragdo diferente das dos tanques apresentados na Figura 3. Esses reservatorios
sdao retangulares, conectados entre si, mantidas em ambiente aberto com iluminagao
natural, e a agita¢do ¢ feita por meio de um misturador de pas. A Earthrise Nutritionals,
localizada no deserto de Sonora, no sudeste da Califérnia (EUA), possuindo 30 lagoas
de 5.000 m? cada, e ¢, atualmente, a maior produtora de Spirulina sp. do mundo. A
biomassa de Spirulina produzida ¢ vendida para suplementagdo alimentar. A Cyanotech,
localizada no Hawaii (EUA), produz biomassa de Spirulina e astaxantina, que ¢ um
poderoso antioxidante derivado da biomassa da microalga Haematococcus pluvialis

(SPOLAORE et al., 2006; CYANOTECH, 2008; EARTHRISE, 2008).
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Figura 3: (A) Producao de Spirulina sp. na Califérnia (EUA); (B) Producao de Spirulina
sp. € Haematococcus pluvialis no Hawaii (EUA).
Fonte: (A) EARTHRISE; (B) CYANOTECH; (2008).

Os tanques onde as microalgas sdo cultivadas sao usualmente denominados de
“tanque tipo pista de corrida” (raceway ponds) (Figura 4). Nelas, as microalgas, a dgua
e os nutrientes circulam constantemente. A circulagcdo e a agitagdo sdo realizadas por
meio de rodas de pas que garantem a mistura e a suspensdo das microalgas na agua. O
nivel da agua dos tanques ¢ mantida em no méaximo 30 cm, uma vez que em
profundidades superiores a luz ndo incide nas células de forma adequada. A operagdo
dos tanques ¢ realizada de forma continua, com o CO, e os nutrientes sendo
constantemente fornecidos, enquanto a 4agua rica em microalgas ¢ removida no lado

oposto da estrutura (BRENNAN & OWENDE, 2009).

Centrifugas e sistema
de circulagéo Estocagem de
microalgas

Piscinas de colheita
de microalgas

Piscinas de crescimento
de microalgas

Parque de piscinasilagoas abertas
para crescimento de microalgas

Figura 4: Parque de reservatorios abertas do tipo “pista de corrida” (raceway ponds).
Fonte: PEREZ (2007).
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Uma variagdo possivel no sistema basico aberto é cobrir a superficie dos
reservatorios com uma estufa (Figura 5). Isto minimiza parte dos problemas associados
a esse tipo de sistema, permitindo maior nimero de espécies cultivadas. E possivel
ainda, maior controle sobre as espécies cultivadas, podendo ser utilizada a estacdo de
crescimento com a estrutura aquecida (aquecendo-a, pode-se produzir durante todo o
ano). Nestes sistemas semi-abertos ¢ possivel aumentar a produtividade de algas
introduzindo CO, no ambiente da estufa, tornando maior a velocidade de crescimento

das microalgas (WELLINGER, 2009).

Figura 5: Esquema de produ¢ao em tanque coberto
Fonte: MELO (2010).

41



2.4. Fotobiorreatores

Com o objetivo de alcangar produtividade em biomassa algal monoespecifica e
maior, alguns cultivos t€ém sido desenvolvidos em um equipamento especifico chamado
fotobiorreator. Estes cultivos sdo realizados em sistemas fechados construidos com
tubos de plastico, vidro ou policarbonato (Figura 6A, 6B, 6C).

Um fotobioreator consiste basicamente em um bioreator que incorpora algum
tipo de fonte de luz. O fotobioreator €, geralmente, o termo mais empregado para definir
um sistema fechado, ao contrario de um tanque aberto. Um tanque coberto com uma
estufa também poderia ser considerado um fotobioreator. Dado que estes sistemas sdo
fechados, ¢ necessario introduzir as fontes necessarias para o crescimento de microalgas
necessitam: CO,, dgua, luz e nutrientes (WELLINGER, 2009).

Nos fotobioreatores, ¢ possivel controlar condi¢des de cultivo como quantidade
dos nutrientes, temperatura, iluminag¢do, pH, dentre outros. Isto implica em, elevada
produtividade, viabilizando assim, a obtengdo de producdes comerciais (BRENNAN &
OWENDE, 2009).

Os custos de ajuste e operagdo de um fotobioreator sao mais elevados do que os
de tanques abertos, mas a eficiéncia e os rendimentos em 6leo sdo significativamente
maiores. Assim, o impacto do custo inicial pode ser amortizado, em médio ou longo

prazos, com o funcionamento do sistema (MOLINA GRIMA, 2003).

C
Figura 6: Cultivo de microalgas em fotobiorreatores; (A) Produgdo de Chlorella em
fotobiorreator em casa de vegetagdo na Alemanha; (B) Cultivo em fotobiorreator
industrial ao ar livre em Israel; (C) Cultivo experimental em fotobiorreator no MIT
FONTE: (A) PULZ E GROSS (2004); (B) ALGATECH (2008); (C) TECHNOLOGY
(2008).
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O fotobioreator pode ser operado para recolher as microalgas produzidas de
forma continua ou em batelada. Um fotobioreator operado dessa segunda forma ¢
carregado, inicialmente com nutrientes € com um pequeno volume concentrado
microalgas (indculo), que geralmente corresponde a 10 % do volume do fotobioreator.
Apbs a adicao do indculo e dos nutrientes, o fotobiorreator opera até o fim da batelada,
quando ¢ realizada entdo a colheita das microalgas (Figura 7). Operando de forma
continua, a colheita de microalgas ¢ realizada com uma freqiiéncia elevada, determinada

pelas variaveis de operacao do fotobioreator (WELLINGER, 2009).

Figura 7: Colheita de microalgas produzidas no fotobioreator.
Fonte: Pérez, (2007).

2.5. Exemplo de utilizacdo de fotobioreator em teste de campo

A empresa GreenFuel Technologies, localizada em Cambridge, nos Estados
Unidos, realizou testes de campo utilizando um fotobioreator que usa 13 % dos gases de
exaustdo emitidos pela usina termoelétrica (co-geragdo) do MIT (Massachusetts
Institute of Technology) para alimentar as microalgas (Figura 8). Um primeiro resultado
foi a redugao significativa da concentracdo do monoxido de carbono (CO) na exaustao,
sendo esta da ordem de 82,3% em dias ensolarados e de 50,1% em dias nublados. O
processo removeu também 85,9% de 6xidos de nitrogénio (GREENFUEL, 2009).

Com utilizagao de tecnologia licenciada a partir de um projeto da NASA, a
GreenFuel construiu fotobioreatores de forma triangular, usando tubos de policarbonato
de 2 a 3 m de comprimento e de 10 a 20 cm de didmetro. A hipotenusa deste triangulo
foi posicionada na dire¢do do sol.

Os gases sao introduzidos na base do tridngulo e ascendem em dire¢ao ao topo

enquanto a suspensao (dgua, microalgas e nutrientes) circulou no sentido oposto. O uso
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dos tubos em que as microalgas cresceram superou a limitagdo usual da area 1til da
superficie dos reservatorios. Neste caso, a mistura no tubo sob regime turbulento da
suspensdo de microalgas com o CO e a velocidade na qual o liquido circulou

determinaram a taxa de crescimento das microalgas.

Figura 8: Cultivo experimental em fotobiorreator no MIT.
Fonte: TECHNOLOGY (2008).

2.6. Extracao de 0leo das microalgas

Para o emprego na elaboracdo de alimentos, bem como para a extracdo de
alguma substancia de interesse, ¢ necessario primeiramente separar a biomassa do meio
de cultura. O processo envolve uma ou mais operagdes de separagdo solido-liquido,
como floculagio, centrifugacio e filtragdo, por exemplo (PEREZ, 2007). Em seguida, a
biomassa segue para a operagao de secagem que ¢ comumente utilizada para prolongar
a vida til das biomassas. Essa etapa pode constituir até 30% do custo total de produgado
(DUARTE, 2009), para tanto, podem ser empregadas diversas técnicas como spray

dryer, liofilizagdo, secagem ao sol e secagem convectiva. Para a extracdo dos
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compostos, as c€lulas das microalgas sao quebradas, podendo-se empregar métodos de
homogeneizagdo, ultra-som, choque osmético, solventes, enzimas, dentre outros. A
extracdo do 6leo das microalgas ¢ um topico polémico, atualmente debatido em virtude
de seu alto custo e pode determinar a sustentabilidade do biodiesel de microalgas
(PEREZ, 2007). De acordo com este autor, ha 4 métodos bem conhecidos para extrair o
6leo das sementes oleaginosas e estes métodos também podem ser aplicados as
microalgas:

1. Extraciao por solventes: o 6leo de microalgas pode ser extraido usando
produtos quimicos como benzeno e o éter etilico; entretanto, um produto quimico
popular para a extragdo por solvente ¢ o n-hexano, que ¢ relativamente barato, apesar de
ser um produto ndo renovavel e toxico. A desvantagem do uso de solventes para a
extracao do 6leo sdo os perigos envolvidos na manipulacao dos produtos quimicos desta
classe. O benzeno ¢ classificado como cancerigeno, tendo sido banido pelo Ministério
do Trabalho do Brasil. A extragdo com hexano pode ser usado isoladamente ou em
conjunto com outros solventes como etanol que extrai dcidos graxos purificados. Deve-
se conhecer a relagcdo exata de etanol a ser utilizado, uma vez, que este solvente extrai
alguns contaminantes celulares, tais como agucares, aminoacidos, sais hidrofobicos e
pigmentos (RICHMOND, 2004). Depois que o 6leo foi extraido, a polpa restante pode
ser misturada com ciclohexano para extrair o 6leo remanescente. O 6leo dissolve-se em
ciclohexano, e a polpa ¢ filtrada da solug¢dao. O 6leo e o ciclohexano sdao separados por
destilacao. Estes 2 estagios (prensagem e extracao por solvente) podem extrair mais de
95%, em massa, do total de 6leo contido nas microalgas (HOSSAIN, 2008).

2. Extracio fluida supercritica: este método pode extrair quase 100% de todo
o O6leo. Entretanto, necessita-se de equipamento especial para o confinamento e a
aplicacdo de pressao. Neste processo, ¢ utilizado CO; liquefeito sob pressao e aquecido
na condi¢do supercritica. Neste ponto, o fluido apresenta propriedade de extracdo
elevada para a extra¢do do 6leo (CRAVOTTO, 2008).

3. Extracdo enzimatica: A extracdo enzimatica de Oleos vegetais,
principalmente para aumentar o rendimento de obtencdo de dleo, fornece resultados
promissores quando aplicada simultaneamente com processos puramente mecanicos
(GOMES, 2002). Trabalhos de utilizacao de enzimas no processamento de oleaginosas
tém sido publicados (SHANKAR et al., 1997, HANMOUNGIJALI et al., 2001). A partir
das observagoes feitas sobre a acumulagao do 6leo nos espagos intracelulares em células

vegetais, os pesquisadores t€ém estudado substancias capazes de afetar a estrutura das
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células com objetivo de melhorar a extracao de 6leo, mas a aplicagdo de um tratamento
enzimatico requer uma estratégia especifica para cada caso esse processo usa enzimas
para degradar a parede celular da microalga, facilitando o fracionamento do 6leo. O
processo ¢ de maior custo quando comparado com a extragio com hexano (FUA et al.,
2010).

4. Choque osmético: ¢ uma redugdo repentina na pressdo osmotica, que pode
causar a ruptura das paredes das células das microalgas em solugdo. O choque osmético
¢ usado para liberar componentes celulares, tais como o 6leo. No entanto, para obtengao
de melhores resultados na extragdo de oOleo, faz-se necessario incluir uma etapa

posterior com uso de solvente (MOHEIMANI, 2005).

2.7. Caracteristicas do biodiesel de microalgas

O biodiesel das microalgas ndo ¢ significativamente diferente do biodiesel
produzido dos 6leos de plantas oleaginosas. Todo biodiesel ¢ produzido a partir dos
triglicerideos das oleaginosas ou microalgas. Entretanto, algumas diferengas podem

existir (GOUVEIA, 2009):

e As microalgas produzem muitos acidos graxos poli-insaturados, que podem
apresentar problemas da estabilidade, ja& que niveis elevados desses acidos graxos
tendem a diminuir a estabilidade do biodiesel. Porém, os poli-insaturados também
tém o ponto de congelamento mais baixo que os mono-insaturados ou saturados.
Assim, o biodiesel de microalgas devera ter propriedades mais adequadas ao frio do
que o biodiesel de oleaginosas. J& que uma das atuais desvantagens do biodiesel ¢ o
baixo ponto de entupimento a frio, assim, ao que tudo indica, o biodiesel de
microalgas apresentae melhor desempenho neste critério.

e A diferenga mais significativa ¢, entretanto, referente ao rendimento do 6leo extraido
das microalgas para produzir biodiesel. De acordo com algumas estimativas (MIAO
& WU, 2006; MATA et al., 2010), o rendimento em 6leo de microalgas ¢ cerca de
200 vezes maior que o rendimento obtido com a mais produtiva entre as plantas

oleaginosas.
3. CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo a partir de microalgas voltado para a producdo de biocombustiveis ¢

um assunto inovador e sua evolucao esta a disposi¢ao de grandes empresas produtoras
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de combustiveis. Apesar de ser uma atividade consideravelmente nova, ela vem
ganhando espaco com estudos, pesquisas e investimentos.

As microalgas sdo utilizadas em diversos setores industriais, como matéria prima
para uma vasta gama de produtos e co-produtos. Porém, sua viabilidade para
combustivel precisa de investimentos. O aprimoramento nos moldes de cultivo e
reducdo nos custos de produgdo sdo algumas alternativas. O biodiesel de microalgas
exige cultivos em grande escala e sistemas de captacdo, desafios que podem reduzir o
custo de producdo por unidade de area. As condi¢des de crescimento das microalgas em
escalas maiores precisam de ambiente cuidadosamente controlado o que onera o custo
de producdo. O processo pode se tornar mais econdmico se combinados com o
seqiiestro de CO,, com utilizagdo de 4guas residudrias como meio de cultivo ou com
processos de biorremediagdo e, ainda, com a geracao de co-produtos com alto valor
agregado. Como pigmentos e proteinas, que podem ser purificados a partir da torta
gerada na extragdo do 6leo.

Por fim, ¢ evidente que o papel da utilizacao das microalgas para a producio de
biocombustiveis se tornou uma possivel saida para a situagdo em que € colocado o
futuro dos combustiveis, sejam eles fosseis ou limpos. De maneira que a solucao ainda
ndo definida pode estar apenas a um passo das colocac¢des que estdo sendo feitas contra

0 uso dos biocombustiveis.
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ARTIGO III: EFEITO DO MEIO DE CULTIVO NO RENDIMENTO E NA
COMPOSICAO BIOQUIMICA DA BIOMASSA DA MICROALGA NATIVA
Chlorella sp., VISANDO A PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS
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EFEITO DO MEIO DE CULTIVO NO RENDIMENTO E NA COMPOSICAO
BIOQUIMICA DA BIOMASSA DA MICROALGA NATIVA Chlorella sp.,
VISANDO A PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS

RESUMO

Para investigar o efeito do meio de cultivo no crescimento e na composi¢ao
bioquimica da microalga Chlorella sp., foram desenvolvidos cultivos experimentais
com esta espécie. Os fatores avaliados foram a resposta das microalgas ao meio
Watanabe suplementado com CO; e ao meio alternativo, com baixo teor de nitrogénio.
Quanto a composicdo bioquimica foi analisada, a produtividade volumétrica das
culturas e, na biomassa obtida dos diferentes tratamentos, foi determinado o conteudo
de proteinas hidrossoluveis, carboidratos totais e lipidios totais. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia fatorial e quando necessario ao teste de comparagao
de médias de Duncan. A producdo de biomassa total da microalga Chlorella sp. foi
maior quando cultivada em meio suplementado com CO,, enquanto a variavel
nitrogénio ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle. O maior
rendimento de biomassa foi verificado em cultivo no meio Watanabe com
suplementagdo de CO,. O meio com supressao de nitrogénio influenciou negativamente
o conteudo de proteinas hidrossoluveis, enquanto que para carboidratos e lipidios totais
resultou em maior rendimento. A utilizagao do CO; proporcionou maior rendimento em
biomassa, porém nao teve influéncia no contetdo lipidico. O teor de nitrogénio exerce
forte influéncia no aumento do conteudo lipidico. Visando possivel utilizagdo da
microalga nativa Chlorella sp. como matéria prima para producao de biodiesel, sugere-
se a utilizacdo de um meio de cultivo com supressao do contetdo de nitrogénio € com

suplementagdo de CO,.

Palavras chave: microalgas, composi¢do bioquimica, biomassa, biodiesel.
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EFFECT OF WAY OF CULTURE IN INCOME AND BIOCHEMICAL
COMPOSITION OF BIOMASS OF NATIVE MICROALGAE Chlorella sp.,
WITH EMPHASIS AIMING BIOFUELS

ABSTRACT

To investigate the effect of way of culture on growth and biochemical composition of
microalgae Chlorella sp., experimental crops have been developed with this species.
The factors evaluated were the answer of microalgae to watanabe middle supplemented
with CO, and alternative middle, with low percentage of nitrogen. About the
biochemical composition, we analyzed the volumetric productivity of crops and, on
biomass obtained from different treatments, it was determined the content of soluble
protein, total carbohydrates and total lipids. The data obtained were submitted to a
factorial analysis of variance and when necessary to the Duncan Medium Comparison
Test. The total biomass of the microalgae Chlorella sp. showed higher performance
when grown in local supplemented with CO,, while the variation of nitrogen showed no
significant difference compared to control. The yield more efficient in biomass was
found in the middle Watanabe supplemented with CO,. The local with nitrogen removal
has influenced negatively the soluble protein content, while for carbohydrates and total
lipids, it has resulted in a higher yield. The use of CO, has resulted in a higher biomass
yield, but had no influence on lipid content. The nitrogen porcentage, it had a strong
influence on increasing the lipid contents. Aiming at a possible use of native microalgae
Chlorella sp. as raw material for biodiesel production, this work suggests the use of a

culture way suppressing the nitrogen content and CO, supplementation.

Keywords: microalgae, biochemical composition, biomass, biodiesel.
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1. INTRODUCAO

Problemas ambientais estdo relacionados a producdo e a utilizacdo de
combustiveis. O uso continuado de O6leos derivados de petroleo ¢ considerado
insustentavel, devido ndo s6 a diminui¢do no suprimento fossil, como a contribui¢ao
destes combustiveis para o acumulo de CO; na atmosfera (CHISTI, 2007). A renovagao
e neutraliza¢do do carbono, assim como o transporte de 6leo combustivel, é necessaria
para a sustentabilidade ambiental e econdmica. Desse modo, o biocombustivel estd na
pauta de todas as discussdes sobre a matriz energética e ¢ considerado o sucessor do
petroleo para o setor de transportes (BRENNAN & OWENDE, 2009). O biodiesel
derivado de oleaginosas ¢ uma alternativa ao uso dos 6leos derivados de petréleo. No
entanto, biodiesel de oleaginosas, gorduras residuais e gorduras animais satisfazem
apenas uma pequena fracdo da demanda existente. Os defensores do meio ambiente ja
apontam conseqiiéncias que poderiam ser decorrentes de sua produgdo em massa como:
problema de biodiversidade, pois trata-se de uma monocultura; degrada¢do do meio
ambiente, pela utilizacdo de adubos e pesticidas; utilizagdo de grandes extensdes de
terra que poderiam ser usadas para producao de alimentos, sem levar em conta os riscos
de desflorestamento e alto consumo de energia para sua produgdo. Em vista dessas
restrigdes, uma nova fonte potencial para a producdo de biocombustiveis vem sendo
estudada com o objetivo de fornecer o biodiesel para os transportes, as microalgas
(MATA et al., 2010), que aparentam ser uma fonte renovavel de biodiesel capaz de
alcancar a demanda global de 6leos combustiveis.

As microalgas usam a energia do sol para converter agua e CO, em
biocombustiveis potenciais (METZGER & LARGEAU, 2005; WALTER et al., 2005;
SPOLAORE et al., 2006). Estes organismos fotossintetizantes utilizam o ambiente
aquatico para se desenvolverem. Atualmente, mais de 150 espécies de algas sao usadas
comercialmente para prover alimentos aos seres humanos e animais, servir como
agentes espessantes em sorvetes € na produgcdo de farmacos (COLLA, 2004). As
microalgas e seu derivado também podem ser utilizadas para produzir diferentes tipos
de biocombustiveis renovaveis. Isto inclui o metano, produzido por digestao anaerdbica
de biomassa algal (SPOLAORE et al., 2006); o biodiesel produzido de o6leo de
microalgas (GAVRILESCU & CHISTI, 2005; BANERGEE et al.,, 2002) e o
biohidrogénio fotobiologicamente produzido (FEDEROV et al., 2005; KAPDAN &
KARGI, 2006).
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A 1idéia de usar microalgas como fonte de combustivel ndao ¢ nova (CHRISTI,
1980; NAGLE & LEMKE, 1990; SAWAYAMA et al., 1995), porém, na atualidade tem
ganhado um enfoque maior, devido ao aumento exagerado do prego do petrdleo e a
conscientizacdo ambiental sobre problemas climaticos associados a queima de
combustiveis fosseis (GAVRILESCU & CHRISTI, 2005). Atualmente, varias pesquisas
sdo conduzidas com o objetivo de avaliar a utilizagdo das algas como matéria prima
para a producdo de biocombustiveis (SPOLAORE et al., 2006; ROESSLER et al., 1994;
SAWAYAMA et al., 1995; DUNAHAY et al., 1996; SHEEHAN et al., 1998;
BANERIJEE et al., 2002; GAVRILESCU & CHISTI, 2005).

Estes organismos podem utilizar substratos de baixo custo como fonte de energia
e nutrientes, como por exemplo, a energia solar e o didoxido de carbono. Alguns
trabalhos ja mostraram a eficiéncia da suplementacao com CO; no meio para aceleracao
do crescimento microalgal (BADGER & PRICE, 2003; ZAK et al., 2001). Tem sido
verificado que em meios de cultivo com limitacdo de nitrogénio ocorre um aumento no
teor de lipideos de certas cepas de microalgas (PIORRECK et al., 1984;
BOROWITZKA, 1988). Redugdo nos teores de nitrogénio do meio de cultivo tem
recebido consideravel atencao (ILLMAN et al., 2000). Em face disto, neste trabalho
teve-se por objetivos avaliar o efeito de variaveis do meio de cultivo tais como limitacao
de nitrogénio e suplementagdo com CO,, no crescimento € no rendimento em biomassa
da microalga nativa Chlorella sp. e, ainda, caracterizar a biomassa obtida em termos de
suas propriedades bioquimicas, visando sua possivel utilizagdo como matéria prima para

o biodiesel.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cultura e condic¢oes de cultivo

A microalga de agua doce Chlorella sp. foi coletada nos reservatdrios da
Piscicultura da Universidade Federal de Vigosa e isolada no Laboratério de Ficologia da
mesma institui¢ao.

Os cultivos foram realizados com o meio Watanabe (WATANABE, 1960), que
consiste de 1,25 g L' de KNO3, 1,25 g L' de KH,PO4, 20 mg L de MgSO4, 20 mg L™
de FeSO4 e 1 mL L™ de solucdo A5 (OH-HAMA, 1988); e com o meio com baixo teor
(50%) de nitrogénio, que consiste em 203 mg L™ de (NHy4), HPOy, 2,236 g L' de KCl,
2,465 g L' de MgSOs, 1,361 g L' de KH,PO, ¢ 10 mg L™ de FeSO,. O meio teve o
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valor de pH fixado em 6, sendo posteriormente acondicionado em autoclave, como
sugerido por Illman (2000).

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores, que consistiram em
Erlenmeyer de 2000 mL, com volume inicial de 1600 mL, agitados com colunas de
bolhas produzidas por bombas de diafragma. O fotobiorreator permaneceu sob
temperatura ambiente de 25 °C, com fotoperiodo de luz/escuro de 16/8 h, com
intensidade luminosa de 83 pmol s e aeragio constante. Como fonte de carbono
suplementar foi utilizado o CO,, produzido por processo fermentativo. Neste processo,
foi usado fermento biologico comercial, acticar e bicarbonato de sodio, disposto de
forma que a aeracdo do meio de cultivo pudesse ser suplementada com o CO, gerado
por essa cultura. O crescimento foi observado de forma a manter o meio estéril,
recolhendo amostras em dias alternados durante o periodo de 17 dias e avaliando o nivel
de contaminagdo e o valor de pH. Apos o término do cultivo, as amostras tiveram seu
volume mensurado e foram centrifugadas (Centrifuga Beckman, J2-MC, USA) a 20000
g, durante 20 minutos. A biomassa imida foi congelada em ultra freezer a 40 °C
negativos (ULT-FREEZER, Model 995,Thermo Electron Corporation, USA). e, a
seguir, transferida para um liofilizador (Liofilizador LS 3000, Terroni, Brazil) para

secagem.

2.2. Determinacoes analiticas
2.2.1. Avaliacio do crescimento

O crescimento das microalgas foi determinado por meio da elaboracdo das
curvas de crescimento, avaliando-se a densidade celular e o tempo de cultivo em cada
uma das unidades experimentais. As unidades experimentais constituida por 3
repeticdes e 4 tratamentos (12) foram inoculadas com uma densidade celular de 9x10°
células mL" para as culturas de Chlorella sp.. A cada 48 horas, apds o inicio dos
cultivos, foram retiradas amostras de 2 mL das culturas a fim de determinar a densidade
celular. As contagens foram realizadas em microscopio (TM 3000, Tabletop Microscope
HITACHLI, Japan) com auxilio de Camara de Neubauer, sendo que o numero de células
corresponde a média de trés contagens. O valor de pH dos cultivos foram
acompanhados diariamente com o auxilio de um PHmetro de bolso, faixa de 0 a 14 (

pH-100-B, PHTEK, China).
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2.2.2. Obtenc¢ao da biomassa liofilizada

Ap0s a coleta das culturas algais, nas fases especificas da curva de crescimento,
procedeu-se a centrifugagdo, em temperatura controlada (Centrifuga Beckman, J2-MC,
USA), a 20000 g e a 4 °C, durante 20 minutos, para a separacao da biomassa do meio de
cultura. A biomassa imida foi congelada em placas de petri em um freezer a - 40 °C
(ULT-FREEZER, Model 995,Thermo Electron Corporation, USA) e a seguir
transferidos para um liofilizador (Terroni, LS 3000, Brasil). Ap6s o processo de
liofilizagdo da biomassa, as placas de petri foram mantidas em freezer a - 20 °C até as

analises posteriores.

2.2.3. Biomassa seca

A biomassa seca ou igualmente o rendimento ou produtividade da cultura, neste
trabalho, foi expresso em miligramas de biomassa seca (liofilizada) por litro de cultura
(produtividade volumétrica).

Esta variavel foi calculada empregando-se a metodologia para a obten¢do da
biomassa liofilizada. No término dos dias de cultivo o volume (L) total de cultura foi
mensurado e, em seguida, foi levado para ser centrifugado. Apds o processo de
liofilizacdo descrito no item 2.2.2, a biomassa foi pesada em balanga analitica (Balanca
Deriver Instrument M-310, China) com precisdo de 0,0001 g e determinou-se a

biomassa seca (liofilizada), em mg L™.

2.2.4. Proteinas Hidrossoluveis

A andlise de proteina solivel da biomassa microalgal foi determinada segundo a
reacdo de Biureto (GORNALL et al.,, 1949) com leitura da absorbancia a 540 nm
(espectrofotometro Cary 50, Varian, Australia). A curva padrao foi elaborada a partir de
uma solu¢do de albumina do soro bovino fragdo V (BSA, Sigma), com uma
concentragio igual a 300 pg mL™, realizando um gradiente de concentragio de BSA (0
até 250) ug mL™. Os dados foram apresentados em porcentagem de proteinas por grama

de biomassa seca.

2.2.5. Rompimento celular
A técnica de rompimento celular com choque osmético foi usada em todas as
metodologias das analises bioquimicas. O choque osmdtico., pode ser aplicado com um

tampao fosfato, ou acetato, ou ainda com agua destilada. A extracdo pode ser feita
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apenas com adicao desses solventes, mas também associando os métodos quimicos aos
fisicos, como congelamento/descongelamento, maceracdo gral/pistilo, digestao,
sonicagdo (uso de ultrasom), homogeneizagcdo por pressdo, French press, conforme
relatado por Reis et al. (1998); Patel et al. (2005); Chen et al. (2006); Patil et al. (2006);
Sun, Wang e Qiao (2006). Com o objeto de obter melhor extragdo dos conteudos
celulares da microalga Chorella sp foi aplicado ciclos repetitivos de choque osmoticos
com auxilio do aparelho de ultra-sono (Ultra Cleaner 1400, UNIQUE, Australia) em
banho com agua destilada, esse pré-tratamento foi utilizado nos testes bioquimicos do

teor de carboidratos, proteinas e lipidios.

2.2.6. Carboidratos Totais

A determinacdo de carboidratos totais seguiu as técnicas de Korchert (1978)
modificado. Apods o resfriamento da amostra, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 485 nm (espectrofotometro Cary 50, Varian, Australia).

A curva padrdo foi preparada a partir de uma solucao de glicose anidra de
concentracdo igual a 300 pg mL™', realizando um gradiente de concentracio de (0 até
240) pg mL™". Os dados foram apresentados como porcentagem de carboidratos por

grama de biomassa seca.

2.2.6. Lipidios Totais

A extracdo dos lipidios totais foi realizada conforme os procedimentos descritos
por Bligh e Dyer (1959), descritos por Zhu et al. (2002), utilizando-se biomassa seca
modificado. Foi necessario a utilizagdo de um ciclo de trés repeticdes em ultrassom
(Ultra Cleaner 1400, UNIQUE, Australia), a fim de romper as células das amostras

liofilizadas e melhor expressar o conteudo lipidico.

2.2.7. Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em planejamento Fatorial 2x2, onde os fatores
foram fonte de carbono (com e sem suplementacdo de CO,) e concentracdo de
nitrogénio no meio (meio Watanabe e meio com baixo teor de nitrogénio), totalizando 4
combinagdes de fatores. Foram desenvolvidos experimentos do tipo blocos

completamente casualisados, com trés repeticdes (trés blocos, em trés datas diferentes,
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contendo todas as combinagdes distribuidas ao acaso), totalizando 12 unidades

experimentais.

2.2.8. Analise Estatistica
Para a analise estatistica dos dados foi empregado o modelo matematico

proposto por Mendes (1999), para blocos completamente casualisados. Para medir o

efeito de um fator:

Y,=m+t,+b,+e, (1)
em que:
Y, = valor observado ou variavel resposta relativa a parcela que recebeu o i-€simo

tratamento e no j-ésimo bloco;
m = média geral da varidvel resposta;

t,= efeito do i-ésimo tratamento (Fator 1);
b, = efeito do j-€ésimo bloco;

e, = erro aleatorio associado a observagdo Y, .

O modelo a ser empregado para medir o efeito de dois fatores foi:
Y,=m+t,+t,+1,+b, +e, 4)
em que:

Y, = valor observado ou variavel resposta relativa a parcela que receber o tratamento (i),

o tratamento (j), assim como a combinag¢do dos dois fatores (ij);
m = média geral da variavel resposta;

t,= efeito do tratamento (Fator 1);

¢ ;= efeito do tratamento (Fator 2);

t,= efeito combinado dos Fatores 1 e 2;
b, = efeito do j-ésimo bloco;

e, = erro experimental.

Para a analise estatistica dos dados foi empregado o programa estatistico SAS

(SAS versao 9,0, Cary, NC, SAS Institute, Inc., 1999).
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A confiabilidade dos resultados observados foi avaliada utilizando o coeficiente
de determinagdo R? o resultado das analises de variancia (ANOVA) e o nivel de
significancia pelo teste de Fisher (F, P < 0,05). Quando o resultado da ANOVA denotou
diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias dos tratamentos, foi aplicado o teste de
separacao de médias de Duncan (p < 0,05) para estabelecer as diferengas entre os

tratamentos ¢/ou as interagoes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao do crescimento

A determinacdo da densidade celular, em intervalos de 48 horas apds o inicio
das culturas, possibilitou o estabelecimento da curva de crescimento para cada unidade
experimental. Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de crescimento, sendo que, a
representacdo grafica das curvas se refere a densidade celular (em células por mililitro)
da média das trés repeticdes para cada uma das quatro condi¢des de meio de cultivo

avaliada.

de+7
—e— Watanabe com CO,
—o— Baixo nitrogénio com CO,
—w— Watanabe sem CO,
3e+7 1 —4&— Baixo nitrogénio sem CO,

2e+7 A

Numero de células mL™"

1e+7 A

Tempo (dia)
FIGURA 1 - Curvas de crescimento de Chlorella sp. para cada condi¢ao de meio de
cultivo avaliado. Cada curva representa a média de trés repeticdes, em
numero de células por mililitro.

As curvas de crescimento dos cultivos que receberam suplementagao com CO,
apresentam comportamento semelhante, do mesmo modo que as curvas de crescimento
dos cultivos que ndo o receberam também se assemelham, ndo sendo, portanto, muito
perceptiveis as diferencas entre os dados obtidos, sendo que, as possiveis diferencas

entre as variaveis de crescimento sao analisadas individualmente, a seguir.
3.2. Valores de pH

Os valores médios do pH, medido a cada 48 horas ap6s o inicio dos cultivos, sdo

apresentados na Figuras 2.
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FIGURA 2 - Variagdo do pH durante o desenvolvimento das culturas de Chlorella sp.

O pH inicial das culturas apresentou valor médio de 6,0. As medidas do pH
apresentaram tendéncia de variagdes discretas com elevagdao do valor de pH, ao longo
do desenvolvimento das culturas, para ambas as condi¢cdes sem suplementacdo com
CO;. Entretanto, o emprego do CO; gerou reducdo no valor de pH do meio de cultura,
atingindo valor minimo de 5,74 e se mantendo em torno de 5,77, para ambas as
condigdes ao longo dos cultivos. E provavel que estes valores de pH foram devidos ao
proprio uso do CO,, o qual é um gés que apresenta maior concentracao de ions positivos
e, portanto, causou a acidificagdo do meio de cultura.

Segundo Esteves (1988), em meio aquoso, o carbono inorganico pode estar na
forma de CO,, H,CO; (4cido carbonico), HCO; ~ (bicarbonato) ou COs3 * (carbonato) e
suas proporgoes dependem do pH, sendo que, conforme o aumento do pH
(alcalinizagdo) as propor¢des bicarbonato e carbonato aumentam no meio de cultura.

Assim, numa cultura com pH acido ocorre maior disponibilidade de CO,, que ¢ a
fonte de carbono preferida pelas microalgas, uma vez que o CO, se difunde rapidamente
(adsor¢do passiva) da agua para o interior das células. E usado diretamente nos
processos de fixacdo. Ja o bicarbonato, ¢ incorporado ativamente, gerando gasto
energético para suportar este processo (RAVEN, 1988; FALKOWSKI; RAVEN, 1990).

Como neste experimento foi estudado o efeito da suplementacdo com carbono
no crescimento € na composicdo bioquimica da biomassa microalgal, pode-se

considerar muito importante essa variagcdo do pH nas culturas com CO,. O emprego do
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CO;, pode ter contribuido significativamente para o aumento na produtividade das
culturas (especialmente no que se refere a densidade celular maxima alcangada e quanto
a biomassa obtida) de maneiras distintas: como fonte (preferida) de carbono disponivel
para as células; por ter reduzido o pH o meio de cultura, aumentando a quantidade de
CO, disponivel em comparacdo com as demais formas possiveis de carbono

encontradas na agua; por disponibilizacdo de outros nutrientes.
3.3. Biomassa Seca

Os dados da biomassa seca (em miligramas por litro de cultura microalgal) para

cada condicdo de meio de cultivo avaliada sdo apresentados na Figura 3.
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FIGURA 3 — Média e desvio padrdo de biomassa seca em miligramas por litro de
cultura, considerando cada condi¢do avaliada (aa = Meio Watanabe com
COy; ab = Meio com baixo teor de nitrogénio com CO,; ba = Meio
Watanabe sem CO,; bb = Meio com baixo teor de nitrogénio).

Aparentemente, o emprego do CO; causou aumento na biomassa nas culturas de
Chlorella sp. e, de maneira geral, as culturas apresentaram elevado rendimento em
biomassa. Os dados obtidos sdo analisados estatisticamente, na qual ¢ apresentada a
ANOVA (p <0,05) para a biomassa seca.

Na analise do rendimento de biomassa, a interagdo entre o conteudo de
nitrogénio no meio e suplementa¢do com carbono foi ndo significativa em nivel de
probabilidade de 5 %. Portanto pode-se avaliar os efeitos principais separadamente.

Observou-se que ambos foram significativos e, ainda, que o tratamento com
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suplementagdo com carbono proporcionou maiores producdes de biomassa, € que em
meios de cultivo com baixo teor de nitrogénio produziu-se maior biomassa, de acordo

com o teste de Duncan, tal como ¢ apresentado nas Tabelas 1 e 2 (abaixo).

TABELA 1 — Teste de comparagdao de médias (Duncan com p < 0,05) para a biomassa
seca para a condicao de suplementacdo de carbono no meio de cultivo.

Grupos avaliados Biomassa (mg L Grupos homogéneos
Baixo nitrogénio com CO, 586,67 £18.,9 a
Watanabe com CO, 467,67 £48,2 b

TABELA 2 — Teste de comparagao de médias (Duncan com p < 0,05) para a biomassa
seca para a condi¢do sem suplementacao de carbono no meio de cultivo.

Grupos avaliados Biomassa (mg LY Grupos homogéneos
Watanabe sem CO, 276,33 £11,1 a

Meio com baixo teor nitrogénio sem 319,33 £52.,9 b
CO;

Ficou evidente o efeito positivo que o emprego do CO, proporcionou ao
rendimento de biomassa da espécie Chlorella sp.. Foi possivel observar, também, que o
uso do CO; afetou em maior escala os cultivos com baixo teor de nitrogénio que para o
meio Watanabe em se tratando da obten¢do da maior rendimento de biomassa nas
culturas microalgais. Igualmente, Castro Araujo e Garcia (2005) verificaram maior
biomassa em cultivos da microalga C. cf. weighamii com o emprego de aeracdo
enriquecida com CO,.

A baixa produtividade de biomassa no meio Watanabe em relagdo ao meio com
suplementagdao com carbono pode ser atribuida ao fato do CO; ser absorvido por difusao
simples (transporte passivo) (TAIZ; ZEIGER, 2004). Segundo Grobbelaar (2004), ao
contrario do que ocorre com as plantas terrestres, o CO, atmosférico ndo satisfaz
quantitativamente os requerimentos de carbono em culturas intensivas de microalgas.
Para a obtencdo de altas taxas de crescimento sob condi¢des autotréficas, o suprimento
de CO; e/ou HCOs™ ¢ fundamental. Nas culturas, o CO; proveniente (por difusdo) do ar
atmosférico somente pode sustentar uma produtividade de aproximadamente 10 g m™
dia” de biomassa seca, enquanto que até 70 g m™ dia” de biomassa seca tem sido obtida

com o enriquecimento do meio com CO,. Concluiu-se que esta baixa disponibilidade de
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carbono causa limitacdo do crescimento microalgal nos cultivos (OLAIZOLA et al.,

1991; ISHIDA et al., 2000).

3.4. Proteinas Hidrossoluveis
Na Figura 4 sdo apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeti¢des para cada condi¢ao do meio de cultivo ao teor de proteinas hidrossoluveis,

em porcentagem (%), da biomassa liofilizada.
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FIGURA 4 - Proteinas hidrossoluvel de biomassa liofilizada de Chlorella sp.,
considerando cada condi¢do avaliada (aa = Meio Watanabe com
suplementa¢do de CO,; ab = Meio com com baixo teor de Nitrogénio e
suplementag¢do de CO,; ba = Meio Watanabe sem suplementacao de CO;
bb = Meio com baixo teor de Nitrogénio sem suplementagdo de CO;).

A utilizacdo do CO, causou aumento no contetido de proteinas, especialmente
nas culturas do meio Watanabe. Os dados obtidos sdo analisados estatisticamente, a
seguir, na Tabela 3. Foi realizado a NOVA (p < 0,05) para o teor de proteinas
hidrossoluveis e o teste de comparacao de médias.

Na analise estatistica de proteinas hidrossoluveis, a interacdo entre nitrogénio e
carbono foi ndo significativa em nivel de 5 % de probabilidade, portanto pode-se avaliar
os efeitos principais separadamente. Observou-se que o tratamento com suplementagdo
de carbono ndo influenciou o rendimento em proteina, somente o conteido de
nitrogénio, sendo que no meio Watanabe houve a maior produgdo de proteina, segundo

o teste de Duncan.
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TABELA 3 — Teste de comparacdo de médias (Duncan com p < 0,05) para proteinas
hidrossoluveis em diferentes condi¢des de nitrogénio no meio de cultivo.

Grupos avaliados Proteina (%) Grupos homogéneos
Watanabe sem CO, 30,5 £2,2 a

Meio com baixo teor nitrogénio sem | 15,7 2,0 b
CO,

A concentracdo de proteinas hidrossoliveis verificada nas culturas de Chlorella
sp. (30,5 £2,2 %) foi similar aquela obtida por Olivera (1998) em culturas de Chlorella
calcitrans (30,1 %). Entretanto foi inferior ao valor obtido por Renaud et al. (2002), os
quais reportaram que em culturas de Chaetoceros sp. a concentracdo de proteinas
alcangou concentragdo de 57,3 % da biomassa seca.

O nitrogénio ¢ incorporado dentro do microrganismo na sintese de proteinas,
sendo que sua auséncia acarretaria a diminuicdo de aminoacidos e, consequentemente,
do teor protéico (REINEHR, 2003), o que ficou evidenciado neste trabalho,
concordando com os relatados por ILLMAN et al., (2000), SINGH & DHAR, (2007),
LOPEZ et al., (2010) e MUTLU et al., (2011).

3.5. Carboidratos Totais
Na Figura 5 sdo apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticdes para cada condicdo de meio de cultivo ao teor de carboidratos totais, em

porcentagem (%), da biomassa liofilizada.
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FIGURA 5- Carboidratos totais de biomassa liofilizada de Chlorella sp., considerando
cada condi¢do avaliada (aa = Watanabe com suplementacdo de CO,; ab =
Meio com baixo teor de Nitrogénio e com suplementagdo de CO,; ba =
Meio Watanabe sem suplementacao de CO,; bb = Meio com baixo teor de
Nitrogénio e sem suplementacao de COy).

Para determinar as diferengas quanto ao teor de carboidratos na biomassa seca
foi desenvolvida a ANOVA (p <0,05).

Na andlise de carboidratos, a interacdo entre nitrogénio e carbono foi nao
significativa em nivel de probabilidade de 5 %, portanto, pode-se avaliar os efeitos
principais separadamente. Observou-se que o tratamento com suplementagcdo de
carbono ndo influenciou a resposta carboidratos, somente o tratamento considerando
teor de nitrogénio, sendo que o meio com baixo conteudo de nitrogénio gerou a maior

producao de carboidrato, segundo o teste de Duncan apresentado na Tabela 4.

TABELA 4 — Teste de comparagao de médias (Duncan com p < 0,05) para carboidratos
totais em diferente condi¢do de nitrogénio no meio de cultivo.

Grupos avaliados Carboidratos (%) Grupos homogéneos
Watanabe sem CO, 45,0 £2,9 a

Meio com baixo teor nitrogénio sem 50,3 +1,1 b
CO;

A producao de carboidratos por microalgas ¢ evidenciada por diversos autores
(DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998; OTERO & VINCENZINI, 2003; PARIKH &
MADAMWAR, 2006), que relatam que a sintese de compostos exocelulares esta
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associada diretamente com as condi¢des do meio em que 0 microrganismo se encontra.
Nestes estudos, cita-se a possibilidade de estimular a produg¢do de polissacarideos
extracelulares através da manipulagdo de determinadas variaveis ambientais como a
intensidade luminosa, temperatura e disponibilidade de fontes de nitrogénio e carbono.
Observou-se, neste trabalho, que quando o contetido de nitrogénio ¢ suprimido a
forma preferivel de armazenamento de energia pelas microalgas ¢ na forma de lipideos
e carboidratos, o que justificaria o aumento no conteido de carboidrato nessas
condi¢gdes analisadas. De Philippis & Vincenzini, (1998) relatam que condi¢des de
stress metabolico favorecem a producao destes compostos. Por outro lado, Lee, Apel &
Walton (2006) reportam que nestes sistemas de cultivo na captura de CO,, uma fragao
muito pequena de carbono ¢ convertida em biomassa, quando comparado a precipitacao
de espécies quimicas na forma de bicarbonatos e carbonatos. Contudo, estudos de
Shifrin & Chisholm, (1981) com 30 espécies de microalgas mostraram que algas verdes,
com 17% de lipidios, aumentaram 2 ou 3 vezes o seu contetdo lipidico apos 4 a 9 dias
de auséncia de nitrogénio. E concluem que, quando nitrato, fosfato e bicarbonato estdo
em baixas concentracdes, ha aumento significativo na fragdo de carboidratos das células
decrescendo a de proteina total (TEDESCO & DUERR, 1989). Santos et al. (2003),
Quinn et al. (2011) e Packer et al. (2011) relataram que o aumento no contetido de
carboidratos ¢ influenciado significativamente pela luminosidade, temperatura, projeto
do sistema e condi¢des de escoamento do ar no sistema, essas variaveis nao avaliadas
separadamente neste estudo, pode justificar a pouca diferenca no conteudo de

carboidratos quanto a suplementagdo com COs,.

3.6. Lipidios Totais
Na Figura 6 sdo apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticdes para cada condigdo de cultivo quanto ao teor de lipidios totais, em

porcentagem (%), da biomassa liofilizada.
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FIGURA 6- Lipidios totais de biomassa liofilizada de Chlorella sp., considerando cada
condi¢do avaliada (aa = Meio Watanabe com suplementagao de CO,; ab =
Meio com baixo teor de Nitrogénio e com suplementagdo de CO,; ba =
Meio Watanabe sem suplementacao de CO,; bb = Meio com baixo teor de
Nitrogénio sem suplementagdo de COy).

Aparentemente, o emprego do CO; causou redugdo no contetido de lipidios e o
meio com baixo teor de nitrogénio proporcionou aumento no conteudo lipidico das
algas. Os dados obtidos sdo analisados a seguir, discutindo-se a ANOVA (p < 0,05) para
o teor de lipidios totais.

Na andlise de lipideos, a interacdo entre nitrogénio e carbono foi ndo
significativa, em nivel de probabilidade de 5 %, portanto, pode-se avaliar os efeitos
principais separadamente. Observou-se que o tratamento com suplementacao de
carbono nao influenciou a resposta de lipideos, somente o tratamento considerando o
teor de nitrogénio foi significativo. Sendo que o meio com baixo teor de nitrogénio
gerou a maior produgdo de lipideos, segundo o teste de Duncan.

O emprego do meio com baixo teor de nitrogénio gerou maior conteudo de
lipidios totais na biomassa seca, com diferenca significativa (p < 0,05) das demais
variaveis avaliadas, sendo 62,5 % superior ao controle (Meio Watanabe). Segundo
Widjaja et al. (2009), o emprego do meio com baixo contetido em nitrogénio favorece a
sintese de lipidios pelas microalgas, uma vez que a sintese de proteina ¢ diminuida pela
diminui¢do do teor de nitrogénio no meio de cultivo. A sintese de lipidios ¢ escolhida

como material de reserva. O resultado obtido no presente estudo concorda com aquele
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apresentado por Brennan e Owende (2009), uma vez que, segundo estes autores a
concentragdo de lipidios ¢ maior com o emprego de meios com baixo conteido de
nitrogénio nas culturas de Chlorella sp..

A maioria das espécies de microalgas possui, naturalmente, contetido lipidico de
cerca de 5-50% do peso seco. No entanto, ¢ possivel conseguir maior acumulo deste
componente, por meio da otimizacdo de fatores determinantes durante o crescimento
(HU et al.,, 2008) como por exemplo o controle da concentragdo de nitrogénio
(WIDJAJA et al., 2009; WU & HSIEH, 2008). Entretanto, o0 aumento no conteudo de
lipidios ndo significa aumento de produtividade de lipidios, uma vez que a
produtividade de biomassa e actimulo de lipidios ndo estdo necessariamente
correlacionados (RODOLFI et al., 2008; SHEEHAN et al., 1998). Aciimulo de lipidios
se refere ao aumento na concentracao de lipidios no interior das células de microalgas,
sem consideracdo da producdo de biomassa. Enquanto, produtividade de lipidios leva
em consideracdo tanto a concentragdo de lipidios no interior das células como a
quantidade de biomassa produzida por essas células, sendo, portanto, um indicativo
mais seguro para avaliagdo dos custos potenciais da producdo de biocombustiveis a
partir de microalgas.

Fica evidente, nesse trabalho, que para Chlorella sp. o acimulo lipidico nao
seguiu 0 mesmo padrio que o rendimento em termos de biomassa. A maior
produtividade em biomassa foi verificada nos meios com suplementacao de CO,, sendo
que essa variavel nao teve significancia para o contetido de lipidios das algas. O teor de
nitrogénio foi o fator determinante ao conteudo lipidico sendo que, na biomassa
cultivada no meio com baixo teor de nitrogénio e com suplementacdo em CO,, foi
observada diminuicao no conteudo lipidico em relagdo a biomassa tratada com meio
somente com a supressdao de nitrogénio. Todavia, o rendimento em biomassa no meio
com baixo teor de nitrogénio e com suplementagdo em CO, foi significativamente
superior ao rendimento da biomassa tratada com meio apenas com a supressdo de
nitrogénio.

O método mais eficiente visando-se proporcionar aumento no conteudo de
lipidios de microalgas ¢ a limitacdo de nitrogénio, que ndo s6 tem efeito em um maior
acumulo de lipidios, mas também resulta em uma mudanca gradual da composi¢ao
lipidica de 4acidos graxos livres de triacilglicerideos (TAG) (WELDY &
HUESEMANN, 2007). Os Tags sao mais tuteis para a conversao em biodiesel (MENG
X. et al., 2009).
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O aumento no teor de lipideos pelas microalgas ocorre quando um nutriente
(geralmente nitrogénio) torna-se fator limitante no crescimento. A multiplica¢ao celular
no meio ocorre pela assimilagdo do carbono que é convertido em lipidios TAG, que sdo
armazenados no interior das células, aumentando, assim, a concentragdo de lipidios
(MENG X. et al., 2009). Varios fatores podem influenciar essa assimilagao tais como o
tempo de cultivo, a concentracdo de células no meio, a existéncia de sombreamento,
dentre outros (REITH et al., 2004).

Como visto anteriormente, a deplecao de nitrogénio. Pode proporcionar aumento
no contetdo lipidico de uma microalga (SANTOS et al., 2003; GRANT, 2001;
ALONSO et al, 2000). Isso ¢ explicado pelo fato de que a falta de nitrogénio direciona o
metabolismo microalgal, antes voltado a multiplicagdo celular, para a producdo de
componentes de reserva, como os acidos graxos saturados, para preparar a célula para
um periodo de privacao (ALONSO et al., 2000).

Youngmanitchai e Ward (1991) relataram que a concentracdo de nitrogénio no
meio interfere no grau de insaturag¢do dos lipidios produzidos. Para algumas microalgas,
como a Dunaliela salina e Botryococus braunii, a deplecao de nitrogénio aumenta a
producao de acidos graxos polinsaturados. Santos et al. (2003) privaram a alga
Spirulina maxima de nitrogénio, e obtiveram aumentos de até¢ 207% no teor de lipidios
totais por grama de biomassa seca. Kaixian e Borowitzka (1992) submeteram a
microalga Phaeodactylum tricornutum a privagao de nitrogénio e obtiveram aumento de
aproximadamente 20% na producdo de lipidios por grama de biomassa seca, em meio
F/2 Guillard.

Neste trabalho, foi mostrado que a maior quantidade de lipidios ndo esta
relacionada com a maior produtividade de biomassa, sendo importante considerar essa
informacao ao formular um meio de cultura. Os resultados apontam que a privagdo de
nitrogénio pode ter, primeiro, restringido a producdo de biomassa e, segundo,
direcionado o metabolismo da microalga a producdo de lipidios de reserva para
enfrentar o periodo de privacdo (ALONSO et al., 2000). O que gerou menor rendimento
em biomassa nos ensaios com baixo teor de nitrogénio.

Wu & Hsieh (2008), investigando os efeitos da salinidade, concentragdes de
nitrogénio e intensidade de luz sobre a produtividade de lipidios, verificaram aumento
de até 76% na producdo de lipidios da microalga Chlorella sp. nas condi¢des de
crescimento especifico com baixo teor de nitrogénio, quando comparado aos processos

de crescimento tradicionais. Weldy & Huesemann (2007) ainda argumentaram que, para

72



a producao de lipidios, o percentual do contetido lipidico ¢ menos importante do que o
rendimento em biomassa.

Nesta pesquisa, focou-se na possibilidade da utilizagdo do método de aumento
do conteudo lipidico em grande escala da biomassa de microalga Chlorella sp., com a
possibilidade de producao de biodiesel a partir dessa biomassa. Assim, fica sugerido a
op¢do pelo cultivo microalgal em meio com baixo teor de nitrogénio e com
suplementagdo de CO,, atentando-se as quantidades iniciais do teor de nitrogénio. O
CO; utilizado para suplementagdo do meio de cultivo pode ser fornecido, por exemplo,
por centrais elétricas a carvao, usinas de incineragao de residuos e outros processos que
venham a dispersar o CO, no meio ambiente. Esse processo surge com importante papel
no mecanismo de desenvolvimento limpo, como sugerido por Brown & Zeiler (1993) e

Chelf et al. (1991).

4. CONCLUSOES

A suplementacdo de CO;, ao meio de cultivo proporcionou maior densidade
celular e produtividade nas culturas de Chlorella sp. mas nao influenciou o conteudo de
carbohidratos, protéico e nem de lipideos nas algas.

A concentragdo de nitrogénio no meio de cultivo ndo proporcionou diferengas de
produtividade em relacdo ao controle, entretanto proporcionou aumento no contetido de
proteinas hidrossoluveis. Baixa concentragdo de nitrogénio proporcionou aumento no
conteudo de carboidratos e lipideos nas algas.

Visando-se possivel utilizacdo dos lipidios da microalga nativa Chlorella sp.
como matéria prima para produgdo de biodiesel, sugere-se a utilizagdo de um meio de

cultivo com suplementagdo de CO, e com supressao do conteudo de nitrogénio.
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COMPORTAMENTO REOLOGICO DE SUSPENSOES DA MICROALGA
NATIVA Clhorella sp.

RESUMO

Considerando o interesse crescente de novas matérias primas para o biodiesel,
essa pesquisa teve por objetivo caracterizar o comportamento reoldgico da cultura da
microalga nativa Chlorella sp. durante o cultivo em um meio com baixo teor de
nitrogénio. O comportamento reoldgico do meio apresentado durante o cultivo foi do
tipo nao-Newtoniano com caracteristica de dilatante, pois apresentou comportamento de
viscosidade aparente crescente com o aumento da taxa de cisalhamento. O meio de
cultivo exerceu influéncia no comportamento reologico da microalga Chlorella sp.. A
viscosidade aparente do meio de cultivo com baixo teor de nitrogénio quando
comparado ao meio de cultivo Watanabe foi menor. Este fato sugere que fatores como a
densidade de células foi influenciada negativamente pela deficiéncia de nitrogénio no
meio de cultivo, afetando, assim, as propriedades reoldgicas da suspensdo. Propriedades
como a quantidade, o tamanho e o volume das células da microalga Chlorella sp.
podem ter sido influenciadas significativamente pelo meio de cultivo. Porém o indice

reoldgico nao demonstrou variagdes em fun¢ao do meio de cultivo.

Palavras chave: microalgas, reologia, Chlorella sp., biodiesel.
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RHEOLOGICAL BEHAVIOR IN THE CULTIVATION OF NATIVE
MICROALGAE CLHORELLA SP.

ABSTRACT

Considering the growing interest of new raw materials for biodiesel, this
research aimed to characterize the rheological behavior of the native culture of the
microalgae Chlorella sp. during cultivation in a medium with low nitrogen content. The
rheological behavior of the medium during cultivation was made of the non-Newtonian
dilatant with characteristic, because it showed the behavior of apparent viscosity
increased with increasing shear rate. The culture medium exerted influence on the
rheological behavior of microalgae Chlorella sp .. The apparent viscosity of the medium
with low nitrogen content when compared to the culture medium was lower Watanabe.
This suggests that factors such as cell density was negatively influenced by nitrogen
deficiency in the culture medium, affecting thus the rheological properties of the
suspension. Properties such as quantity, size and volume of cells from the microalgae
Chlorella sp. may have been influenced significantly by the medium. But the index did

not show variations in rheological function medium.

Keywords: microalgae, rheology, Chlorella sp. Biodiesel.

82



1. INTRODUCAO

O Programa Nacional de Producdo de Biodiesel vem incentivando a
diversificacdo da matéria-prima para a produg¢do de biodiesel. Entre as diversas
matérias-primas para a produgdo de biodiesel, a biomassa de microalgas ¢ aquela que
apresenta a possibilidade de producao de biodiesel e permitira a substituicdo sustentavel
do diesel (cerca de 40 bilhdes de litros por ano).

As microalgas apresentam elevadas produtividades em biomassa seca, o que
representa menor necessidade de area para o cultivo (TEIXEIRA; MORALES, 2007); a
regido de cultivo pode ser desértica e o solo pode estar degradado, ja que o mesmo ¢
somente utilizado como suporte para o sistema de cultivo; a producdo da biomassa ¢
continua, ndo segue regime de safras; o meio de cultivo (que ¢ aquoso) pode ser
reaproveitado ¢ como fontes de carbono podem ser utilizados o CO, residual de
processos (BENEMANN, 1997) e fontes organicas residuais (VICHEZ et al., 1997). As
microalgas apresentam maior eficiéncia fotossintética que os vegetais superiores € sao
eficientes fixadoras de CO, (BROWN; ZEILER, 1993). Portanto, sdao varias as
vantagens do cultivo de microalgas em relagdo ao cultivo de oleaginosas; em relacao,
por exemplo, ao dendé, a oleaginosa de maior produtividade, as microalgas podem
apresentar produtividade em 6leo pelo menos cinco vezes superior.

As microalgas sdo cultivadas principalmente para a finalidade de suplemento
alimentar, uso em aqiiicultura e extragdo de produtos de alto valor comercial. Nao
existem cultivos em escala comercial com a finalidade de producao de biodiesel; desta
forma, ndo se tem informacgao sobre custos para este empreendimento; todavia, todos os
projetos até agora implantados apresentam altos custos de implantagdo e de produgdo da
biomassa (HUNTLEY; REDALJE, 2006). Estes custos sdo superiores ao custo de
produgio das oleaginosas utilizadas em geral (CAMARA; HEIFFIG, 2006).

A viabilidade econdémica da producdo de biodiesel a partir de microalgas
depende da diminui¢cdo nos custos de produgdo. Isto pode ser alcangado através do
aumento da produtividade em biomassa e em 6leo. E possivel aumentar a produtividade
em Oleo por meio da utilizacdo de algumas estratégias de manejo do cultivo, como por
exemplo, diminui¢do na disponibilidade de nitrogénio (ILLMAN, 2000).

No desenvolvimento de novos projetos industriais, como ¢ o caso do cultivo em
larga escala de microalgas para matéria prima do biodiesel, a reologia possui grande
importancia. Segundo Campos et al. (1989), os dados reoldgicos sdao essenciais para os

calculos de engenharia de processos, envolvendo grande variedade de equipamentos,
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tais como bombas, tubulagdes, misturadores, aeradores, trocadores de calor, dentre
outros.

Nos cultivos microalgais, o escoamento nao-newtoniano ¢ geralmente o mais
comum. Esses materiais tém sua viscosidade aparente aumentada gradualmente, a
medida que aumenta a tensdo de cisalhamento e, portanto, sua viscosidade ndo pode ser
expressa por um unico valor (SCHOTT, 1995). A viscosidade aparente pode ser obtida
pela tangente em cada ponto da curva, obtida a partir de valores crescentes da tensdo de
cisalhamento (LEONARDI & MAIA CAMPOS, 2001). A viscosidade ¢ uma expressao
de resisténcia do fluido a deformagdo angular: quanto maior a viscosidade, maior a
resisténcia ao escoamento (ALMEIDA, BAHIA, 2003).

Considerando-se a auséncia de informagdes na literatura cientifica sobre estudos
reologicos de cultivos microalgais, este trabalho foi concebido com o objetivo de
analisar o comportamento reologico de suspensdes em diferentes tempos de cultivo da

microalga nativa Chlorella sp.
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2. REFERENCIAL TEORICO

O termo reologia, criado por M. Reiner ¢ E.C. Bingham, provém da palavra
Grega “rheos* e significa o estudo da deformagdo e fluxo da matéria, sendo que tal
defini¢do foi aceita pela Sociedade Americana de Reologia quando esta foi fundada em
1929 (BARNES et al., 1989, LAPASIN; PRICIL, 1995).

A reologia ¢ a ciéncia que estuda as propriedades mecénicas dos materiais que
determinam seu escoamento quando solicitados por forcas externas. O campo da
reologia estende-se desde a mecanica de fluidos newtonianos até a elasticidade de
Hooke (BIRD et al., 2002).

Fluidos reais (ideais) deformam-se irreversivelmente, ou seja, quando tensdes
sdo aplicadas sobre esses materiais, eles escoam. A energia da deformagdo ¢ dissipada
dentro dos fluidos em forma de calor e ndo pode ser recuperada se a tensao aplicada for
cessada. Aqui ¢ importante ressaltar que devido ao escoamento, esses materiais sao
estudados na reologia, pela relacdo entre sua taxa de cisalhamento e tensdo de
cisalhamento (BARNES et al., 1989).

Para um fluido newtoniano ideal, a tensdo de cisalhamento ¢ funcdo linear da
taxa de cisalhamento e a constante de proporcionalidade para esta relagdo () ¢ chamada
de viscosidade newtoniana (SHARMA et al., 2000).

O postulado de Newton introduziu o conceito de viscosidade, em que a tensdo de
cisalhamento (o) ou “shear stress” foi relacionada a taxa de cisalhamento (y) ou “shear

rate”, por meio da equagao:

c=ny (1)
No sistema corrente (SI), € utilizado Pascal-segundo, cujo simbolo ¢ Pa.s.

em que,

v ( s1)= taxa de cisalhamento, também conhecida como taxa de deformagéo angular.

E a viscosidade n ¢ dada por:

n=oly 2)
Onde o = forga aplicada sobre uma area = Pa
Os fluidos viscosos ndo-newtonianos ndo apresentam proporcionalidade entre a
taxa de deformagdio ¢ a tensdo de cisalhamento (IBARZ & BARBOSA-CANOVAS,

1999). A viscosidade de fluidos ndo-newtonianos pode ser dependente ou independente
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do tempo. A viscosidade aparente de fluidos ndo-newtonianos independente do tempo, a
temperatura e de composi¢ao constantes, depende apenas da taxa de cisalhamento ou da
tensao de cisalhamento (RAO & RIZVI, 1986).

Para fluidos ndo-newtonianos o termo viscosidade € substituido por n,, que € a
viscosidade aparente e ¢ fung¢do do gradiente de velocidade. Entre os liquidos nao
Newtonianos podem ser citados alguns exemplos como:

Fluidos pseudoplasticos (Shear Thinning): Este tipo de fluido demonstra um
decréscimo na viscosidade com um aumento na tensdo de cisalhamento (FARIA-
TISCHER, 2006), sendo que a taxa de cisalhamento versus a tensdo de cisalhamento
forma uma linha convexa (SHARMA et al., 2000). Esses fluidos em repouso
apresentam um estado desordenado, e quando submetidos a uma tensdo de
cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na direcao da forca aplicada. Quanto
maior a tensdo aplicada, maior serd a ordenacdo. Consequentemente, a viscosidade
aparente sera menor (HOLDSWORTH, 1971).

Fluidos Dilatantes: Os fluidos dilatantes apresentam o comportamento inverso
ao fendmeno da pseudoplasticidade, ou seja, a viscosidade do fluido aumenta a medida
que aumenta a taxa de cisalhamento. Esse tipo de fluxo somente ¢ encontrado em
liquidos que contém uma alta proporcao de particulas rigidas insoluveis em suspensdo
(SHARMA et al., 2000).

Fluidos Plastico ou de Bingham: O fluido de Bingham ¢ aquele em que ¢
necessaria a aplicagdo de uma tensdo inicial minima, o ponto de ruptura ou “yield
stress” para que o material comece a fluir. Ou seja, o sistema apresenta em repouso altas
forcas de interacdes intermoleculares, dando a substdncia um carater sélido, que o
impede de fluir, até que a forca externa seja superior a for¢a da rede, onde possamos
observar o ponto de ruptura (BOURNE, 1982).

Fluidos tixotrépicos: Os fluidos desse grupo apresentam um comportamento
reoldgico dependente do tempo. Um fluido tixotropico ¢ aquele no qual a viscosidade
aparente diminui com o tempo quando o fluido ¢ submetido a uma taxa de cisalhamento
constante. Fluidos desse tipo sdo conhecidos por conter pequenas particulas (cristais ou
biopolimeros) que sdo mantidos juntos por forcas fracas. O cisalhamento do material
separa as particulas agregadas e entdo ocorre uma menor resisténcia ao escoamento e a
viscosidade decresce com o tempo até um valor constante ser alcancado (FARIA-

TISCHER, 2006).
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Fluidos reopéticos: Em alguns alimentos, a viscosidade aparente do fluido
aumenta com o tempo quando sujeito a uma taxa constante de cisalhamento. Ha
diferentes razdes para este comportamento. A mais importante ¢ que o cisalhamento
aumenta a freqii€ncia das colisdes entre as moléculas ou particulas dos fluidos, que pode
levar para um aumento de agregados e consequentemente um aumento na viscosidade

aparente (FARIA-TISCHER, 2005).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Cultura e condicoes de cultivo

A microalga nativa Chlorella sp. foi coletada na Universidade Federal de Vigosa
e isolada no Laboratorio de Ficologia da mesma institui¢ao. O cultivo foi realizado com
o meio Watanabe (WATANABE, 1960) e em um meio com baixo teor de nitrogénio
(ILLMAN, 2000). Os cultivos foram realizados em fotobioreatores, que consistiram de
Erlenmeyer de 75 mL, com volume inicial de 50 mL, com agitacdo controlada por mesa
de agitagdo orbital. O fotobiorreator permaneceu a uma temperatura controlada de 24
°C, com fotoperiodo de luz/escuro de 16/8 h, com intensidade luminosa de 66 pmol/s. O
crescimento foi observado de forma a manter o meio estéril, recolhendo amostras

diariamente durante o periodo 20 dias e avaliando quanto a contaminacao.

3.2. Medidas reologicas

O aparelho utilizado neste estudo foi um redmetro rotacional, com cilindros
concéntricos (S1), com sistema CR-Tests (3022.1), marca Rheotest modelo RN 4.1
(Rheotest, Alemanha). O procedimento de medida consiste em ajustar uma velocidade
de rotacdo para o cilindro interno. Entdo, ¢ medido o torque correspondente para cada
velocidade de rotacdo. Os valores de torque e de velocidade rotacional sdo
transformados, respectivamente, em tensdo de cisalhamento e taxa de deformagdo. Apos
a obtencdo das curvas de tensao de cisalhamento em fun¢ao da taxa de deformacao ¢
possivel calcular a viscosidade das solugdes por meio da analise de regressao.

As culturas microalgais foram colocadas no cilindro do redémetro e, mantendo a
temperatura constante, as leituras de torque foram registradas. As velocidades
rotacionais usadas situaram-se na faixa de (0,1 a 350) rpm, seguindo-se metodologia
proposta por Michels et al. (2010), com algumas adaptagdes.

O objetivo deste estudo foi caracterizar o comportamento reoldgico do cultivo da

microalga Chlorella sp. em meio Watanabe e em meio com baixo teor de nitrogénio.
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3.3. Determinac¢io da densidade relativa durante o cultivo da microalga nativa
Chlorella sp.

A densidade relativa dos cultivos de microalga Chlorella sp. foram determinadas
com o auxilio de um picnometro. Todas as analises foram realizadas em triplicata e os
valores obtidos correspondem a média dos valores das densidades.

Para se proceder a medida da densidade relativa dos meios de cultivos,
inicialmente os picndmetros foram calibrados com agua destilada a 25 °C e, entdo, seu
volume foi calculado. Em seguida, amostra do cultivo de cada dois dias de cultivo foi
colocada no picndmetro e, por meio da determinag@o do peso das solugdes e do volume
do picnometro calculado anteriormente, a densidade relativa foi obtida. Essa analise foi
realizada para os cultivos de microalga no meio Watanabe e no meio com baixo teor de

nitrogénio.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Curvas de tensdo-deformacdo foram obtidas para as culturas da microalga
Chlorella sp. em meio Watanabe e com baixo teor de nitrogénio a 24 °C e podem ser

observadas nas Figuras 1 e 2.
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Figura — 1. Comportamento reologico durante os dias de cultivo de Chlorella sp. em
meio Watanabe.

88



1000

-
2 800 §
a
E 2 § &
2 0 nm
S 600 @ G
: .8l
<
= ]
S 400 § $ ¢ ® 2°dia
3 RS o 4°dia
o A v 6°dia
B 0,,093583 N
& 200 ¢ . O o 4. m 10°dia
2 ) n .
o® ? 0O 12°dia
Og & 14°dia
& 16°dia
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Taxa de deformacéo (s'1)

Figura — 2. Comportamento reologico durante os dias de cultivo de Chlorella sp. em
meio com baixo teor de nitrogénio

Na figura 3 e Tabela 1 mostra-se a tendéncia dos valores dos indices de
consisténcia no decorrer dos dias de cultivo de Chlorella sp. no meio de cultivo com
baixo teor de nitrogénio. Observa-se aumento no valor do indice de consisténcia, do
primeiro ao quarto dia de cultivo e uma diminui¢do no sexto e oitavo dia de cultivo,
seguido de novo acréscimo do décimo ao décimo quarto dia de cultivo, em meio com
baixo teor de nitrogénio. Como a densidade celular no meio de cultivo ¢ alta, a
tendéncia inicial dos parametros reologicos evidencia a fase de multiplicacao celular.
Nesta fase, as células de Chlorella sp., incorporam os nutrientes e realizam a sintese de
novas células, proporcionando aumento na viscosidade aparente no cultivo microalgal.
No sexto ¢ oitavo dia ocorreu diminui¢ao do indice de consisténcia, levando a uma
provavel estabilizagdo em relagdo a multiplicacao celular e possivel morte de parcela
das cepas. Com a excrecao do suco celular no meio, ocorreu uma diminui¢do na
viscosidade aparente. Este comportamento mostra a evolucdo da viscosidade aparente
com um maximo de atividade celular no quarto dia de cultivo e posterior diminui¢do até
o décimo dia, com renovacao da atividade celular até o décimo quarto dia de cultivo. O
comportamento reoldgico durante o cultivo da microalga Chlorella sp. em meio
contendo baixo teor de nitrogénio, mostra-se com tendéncia a ser do tipo ndo
newtoniano, porém se aproximando a um comportamento Newtoniano.

O modelo de Ostwald-De-Waele também conhecido como Lei da Poténcia, é

bastante utilizado para descrever o comportamento reoldgico de fluidos, por ser um
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modelo simples e de ampla aplicagdio (BRANCO e GASPARETTO, 2003). Muitos
autores utilizaram o modelo de Ostwald-De-Waele para descrever o comportamento
reologico de substincias aquosas (SATO e CUNHA, 2009; BRANCO e
GASPARETTO, 2003). Sendo assim, para a determinacdo do seu comportamento do
cultivo de Chlorella sp. em meio contendo baixo teor de nitrogé€nio, utilizou-se o

modelo Lei da Poténcia (Equagdo 3), e a viscosidade para fluidos ndo newtonianos pela

Equacao 4

T=Ky" 3)
n=Km"' (4)
sendo:

K = o indice de consisténcia [P.s"];

n = o indice de comportamento [adimensional];
T = a tensdo de cisalhamento;

vy = a taxa de deformacio (s '); e

n = a viscosidade (Pa.s)

Tabela 1. Parametros do modelo de Ostwald-de-Waelle (Lei da Poténcia) durante o
cultivo de Chlorella sp. em meio contendo baixo teor de nitrogénio.

Dias de cultivo de k Erro n Erro R?
Chlorella sp. em meio com padrao padrao  ajustado
baixo teor de nitrogénio
2 dias 0,25 0,07 1,37 0,05 98,98
4 dias 0,30 0,08 1,34 0,04 98,97
6 dias 0,22 0,06 1,40 0,05 98,99
8 dias 0,14 0,07 1,47 0,08 97,48
10 dias 0,07 0,04 1,56 0,11 96,04
12 dias 0,28 0,04 1,33 0,02 99,69
16 dias 0,15 0,13 1,45 0,16 90,50
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Figura — 3. Comportamento dos parametros reologicos durante os dias de cultivo de
Chlorella sp. em meio contendo baixo teor de nitrogénio.

O comportamento da viscosidade aparente durante o cultivo em meio contendo
baixo teor de nitrogénio esta resumido na Figura 4. Os valores de viscosidade aparente
durante o cultivo de Chlorella sp. em meio Watanabe variaram em maximo € minimo
de 2,48 mPa s a 1,51 no oitavo dia de cultivo e décimo sexto dia de cultivo,
respectivamente. Os valores de viscosidade aparente durante o cultivo de Chorella sp.
em meio contendo baixo teor de nitrogénio variaram em maximo ¢ minimo de 2,08 mPa

s a 1,56 no décimo dia de cultivo e décimo segundo dia de cultivo, respectivamente.
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Figura — 4. Viscosidade aparente durante o cultivo de Chlorella sp. no meio com baixo
teor de nitrogénio em fung¢do da tensao de cisalhamento aplicada.
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A viscosidade aparente durante o cultivo de Chlorella sp. no meio Watanabe
apresenta-se maior que a viscosidade aparente observada do meio contendo baixo teor
de nitrogénio. Este fato sugere que fatores como a densidade de células foi influenciada
negativamente pela deficiéncia de nitrogénio no meio de cultivo, afetando, assim, as
propriedades reologicas da suspensdo. Propriedades como a quantidade, o tamanho e o
volume das células da microalga Chlorella sp. podem ser influenciadas
significativamente pelo meio de cultivo (CHEN et al., 1997).

Em altas densidades celulares ¢ possivel que ocorram problemas na
movimentagdo (aeracao) dos cultivos microalgais, assim como na transferéncia de calor
e de massa no meio. O comportamento reoldgico também implica na formagao de zonas
mortas quando as células microalgais forem cultivadas em fotobiorreatores com alta
densidade celular (RUSSO, 2011).

Para que isso seja evitado, as células de Chlorella sp. precisam ser cultivadas
sob as mais altas taxas de agitacdo possiveis. Todavia, deve haver preocupagdo, quanto
ao consumo de energia no sistema utilizado (RUSSO, 2011).

Em culturas com baixa concentragao celular, ja foi observado comportamento
Newtoniano, que tinha sua caracteristica diferenciada para ndo-newtoniano quando em
altas densidades que foram relatadas nos trabalhos de Reuss et al. (1982), Fatile (1985)
e Chen et al. (1997). Observagdes semelhantes foram evidenciadas neste estudo.

Os dados experimentais de densidade relativa durante o cultivo da microalga
nativa Clhorela sp. em meio Watanabe e em meio contendo baixo teor de nitrogénio sao
mostrados na Figura 5. Os valores correspondem as médias da densidade relativa nos

dias de cultivo especificos, ja que as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura — 5. Densidade relativa durante o cultivo de Chlorella sp. em meio Watanabe e
em meio contendo baixo teor de nitrogénio.

A densidade relativa média aumentou durante o cultivo, o que ja era esperado.
Uma vez, que ocorreu aumento na concentra¢do celular no meio pelo acumulo de
metabolitos pelas células microalgais e ainda a multiplicacdo celular. O aumento na
densidade relativa durante o cultivo denota aumento nas taxas de crescimento das
culturas e confirma o desempenho regular da microalga Chlorella sp. cultivada em meio
contendo baixo teor de nitrogénio.

Verifica-se que, conforme a finalidade dos cultivos, pode-se utilizar condi¢des
especificas predeterminadas. Entretanto, na producao comercial de microalgas para
bicombustiveis devem-se proporcionar condigdes que permitam a otimizagao € o rapido
crescimento da espécie cultivada (MARCHIORI, 1996; LEE et al., 2000; CONVERT]I,
2009). Neste contexto, a utilizagdo do meio de cultivo contendo baixo teor de nitrogénio

surge como promissora alternativa.

5. CONCLUSOES

O modelo de Ostwald-de-Waelle proporcionou bom ajuste aos dados
experimentais. O comportamento reoldgico durante o cultivo da microalga Chlorella sp.
em meio Watanabe e em meio contendo baixo teor de nitrogénio, mostra-se com
tendéncias a ser do tipo ndo newtoniano, com caracteristicas dilatante, sendo esta

caracteristica mais evidente na suspensdo formada no cultivo de algas em meio
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Watanabe. No geral, foi observado aumento na viscosidade aparente durante o cultivo
de Chlorella sp. conforme o aumento da tensdo de cisalhamento aplicada. Observou-se,
ainda, aumento na densidade relativa média durante o cultivo da microalga Chlorella sp.

nos dois meios avaliados, sendo os maiores valores observados no meio Watanabe.
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SEPARACAO DA BIOMASSA DE Chlorella sp. EM MEIO DE CULTIVO
CONTENDO BAIXO TEOR DE NITROGENIO

RESUMO

A separagdao da biomassa de microalgas do meio de cultivo geralmente requer
um ou mais processos de separacdo solido-liquido. A cultura ou caldo microalgal ¢
diluida (0,5 a 4 kg m~ de biomassa seca) e, consequentemente, grandes volumes
precisam ser manipulados para a obtencao da biomassa. Nao existe um método de
separacao bem definido, podendo ser adaptado um ou uma jun¢do de métodos para cada
caso. A recuperacdo microalgal representa de 20 a 30% do custo total da produgdo de
biomassa. Com isso, no presente trabalho, objetivou-se avaliar a sedimentacdo,
centrifugacdo e a influéncia das condig¢des de coagulagdo/floculagao, que maximizem a
remogao da biomassa de Chlorella sp. em suspensao no meio de cultivo contendo baixo
teor de nitrogénio, visando a possibilidade da utilizagdo da biomassa como matéria
prima para a producdo do biodiesel. Da analise dos dados do processo de sedimentacao,
conclui-se que um elevado tempo de processo seria necessario em um sedimentador
industrial, resultando em unidades de grandes volumes, capazes apenas de concentrar a
biomassa microalgal em torno de 40 % em massa seca. Foi observado que a floculagdo
com Fe,(SO4)3 e Aly(SOy)s € capaz de separar mais de 80 % das células de Chlorella sp.
em tempo inferior a uma hora. Por fim, foi verificado que a centrifugagao a 600 rpm foi

capaz de separar mais de 90 % das células de Chlorella sp. em 5 minutos de processo.

Palavras-chave: Chlorella sp.; biodiesel; processo de separagdo; biomassa.
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SEPARATION OF BIOMASS Chlorella sp. IN THE MIDDLE GROWING WITH
LOW NITROGEN PERCENTAGE

ABSTRACT

The separation of the biomass of the microalgae middle culture usually requires one or
more process of solid-liquid separation. Microalgae culture or broth are diluted (0.5 to 4
kg m-3 dry biomass) and, consequently, large volumes need to be manipulated to obtain
the biomass. There is no exists a separation method well defined, it can be adapted one
or make a junction of methods for each case. Recovering microalgae represents 20 to
30% of the total cost of biomass production. Thus, this study seek to evaluate the
sedimentation, centrifugation and the influence of the conditions of coagulation /
flocculation, which maximize the removal of the biomass of Chlorella sp. hanging in
culture middle with low nitrogen percentage, aiming at the possibility of using biomass
as raw material for biodiesel. From the data analysis process of sedimentation, we
conclude that a high processing time would be needed in an industrial sedimentation,
resulting in units of large volumes only able to focus microalgae biomass nearly 40% in
dry weight. It was observed that flocculation with Fey(SO4); and Al (SOy)s is able to
separating more than 80% of the cells of Chlorella sp. in less than an hour. Finally, it
was found that centrifugation at 600 rpm was able to separate more than 90% of the

cells of Chlorella sp. in 5 minutes processing.

Keywords: Chlorella sp.; Biodiesel; separation process, biomass.
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1. INTRODUCAO

Estudos envolvendo o uso de microalgas na produgdo de biocombustivel tém
sido intensificados em funcdo do advento de alteracdes climaticas globais, na busca de
fontes renovaveis de energia que ndo venham a competir diretamente com a produgao
de alimentos, além da emergencial deplecdo e reducdo na concentragdo de gas
carbonico na atmosfera (NAGLE & LEMKE, 1990; GAVRILESCU & CHISTI, 2005).
Outro fato relevante para a produgdo de microalgas ¢ a possibilidade da utilizagdo dos
co-produtos da extracdo do oOleo para diversos fins, inclusive o estudo da potencial
atividade bioldgica apresentada pelos extratos e fragdes obtidos desse material (HONG
et al., 2008; CHANG et al., 2008; STAUBER, 1998).

Diferentes tipos de biocombustiveis sdo originados de microalgas. O gas metano
pode ser gerado por meio da digestdo aerdbica da biomassa de microalgas como
matéria-prima (SPOLAORE et al., 2006). O diesel vegetal pode ser obtido por meio de
dois processos distintos: o diesel, oriundo da pirdlise do 6leo ou da biomassa; e o
biodiesel, produzido por meio da transesterificagdo dos triglicerideos presentes na
fragao lipidica da biomassa (BANERJEE et al., 2002; GAVRILESCU & CHISTI,
2005).

O cultivo de microalgas para a obtencdo de biomassa e de seus produtos de
sintese ¢ uma atividade industrial estabelecida em escala comercial em alguns paises,
estando a producgado esta a cargo de grandes empresas. Segundo Spolaore et al. (2006),
atualmente, a induastria de biomassa de microalgas produz mais de 5000 t de massa
seca/ano, gerando renda superior a US$ 1,25 bilhdes por ano, ndo incluindo os produtos
processados, o que demonstra o potencial de exploragdo deste tipo de processo
biotecnoldgico. Porém, MOLINA-GRIMA (2003) alerta para um dos fatores que pode
onerar consideravelmente o custo de producao da biomassa microalgal, trata-se do
processo de separacdo da biomassa no meio de cultivo. A recuperagdo da biomassa
geralmente requer um ou mais processo de separagdo solido-liquido. A cultura ou caldo
microalgal ¢ diluida (0,5 a 4 kg m™ de biomassa seca) e, consequentemente, grandes
volumes precisam ser manipulados para a obtengao da biomassa. Nao existe um método
de separagdao bem definido, podendo ser adaptado um ou uma junc¢ao de métodos para
cada caso. A recuperagdo microalgal representa de 20 a 30% do custo total da produgdo
de biomassa (MOLINA-GRIMA, 2003).

O método de separacao deve ser capaz de demandar os grandes volumes tipicos

do processamento de biomassa microalgal. Em alguns casos a recuperagdo da biomassa
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por filtracao pode ser insatisfatoria, devido ao fato do procedimento ser relativamente
lento. Para produtos de baixo valor comercial, tais como biocombustiveis, a
sedimentacdo, precedida por floculagdo, pode ser a melhor escolha. Tanques agitados
sdo, geralmente, utilizados na recuperacdo da biomassa, tendo-se como base os
processos de tratamento de esgoto (PORTELLA et al., 2003). E para esses sistemas os
métodos de floculagdo e flotacdo sdo, geralmente, utilizados para separacdo da biomassa
microalgal (KNUCKEY et al., 2006). H4, ainda, a utilizagdo de centrifugas, porém,
apesar de centrifugas processarem grandes volumes de agua colonizada por algas, em
tempo relativamente curto, e toda a biomassa permanecer no recipiente durante o
procedimento de recuperacdo, o método de centrifugagdo s6 ¢ viavel para produtos de
alto valor agregado (SPOLAORE et al., 2006; BENEMANN, 2008).

Outra consideragdo a ser feita na escolha do método de recuperagao ¢ o nivel
aceitavel de umidade do produto recuperado. O lodo sedimentado por gravidade ¢ mais
diluido que a biomassa recuperada por centrifugacdo. Alto teor de dgua no produto
recuperado pode influenciar substancialmente nos custos de obtencdo do produto final
(ANDREOLI, 2001).

No presente trabalho, objetivou-se avaliar a sedimentacdo, centrifugacdo ¢ a
influéncia das condi¢gdes de coagulacdo/floculacdo, que maximizem a remoc¢do da
biomassa de Chlorella sp., em suspensdao no meio de cultivo contendo baixo teor de
nitrogénio, visando-se a possibilidade da utilizacdo da biomassa como matéria prima

para a producao do biodiesel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultura e condig¢oes de cultivo

A microalga de agua doce Chlorella sp. foi coletada nos reservatdrios da
Piscicultura da Universidade Federal de Vigosa e isolada no Laboratorio de Ficologia da
mesma instituigao.

Os cultivos foram realizados em meio contendo baixo teor de nitrogénio,
consistituido por 203 mg L de (NH4), HPO,, 2,236 g L' de KCI, 2,465 g L' de
MgSO04, 1,361 g L de KH,PO,4 e 10 mg L de FeSO,. O meio de cultivo teve o valor
de pH fixado em 6, sendo posteriormente acondicionado em autoclave, como sugerido

por Illman (2000).
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Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de 20 L, com volume inicial de
16 L. O fotobiorreator permaneceu a temperatura ambiente de £25 °C, com fotoperiodo
de luz/escuro de 16/8 h, com intensidade luminosa de 83 umol s™ e aeragdo constante.
Como fonte de carbono suplementar, foi utilizado o CO,, produzido por processo
fermentativo. Neste processo, foi usado fermento bioldgico comercial, aglcar e
bicarbonato de sodio, disposto de forma que a aeragdo do meio de cultivo pudesse ser
suplementada com o CO, gerado por essa cultura. O crescimento foi observado de
forma a manter o meio estéril, recolhendo-se amostras em dias alternados durante o

periodo de 14 dias e avaliando-se o nivel de contaminagdo e o valor de pH.

2.2. Sedimentacio

Para avalia¢dao da sedimentag¢do da cultura microalgal, foi realizado o ensaio em
coluna de sedimentacdo de acrilico, de 100 mm de didmetro ¢ 1,00 m de altura. O
preenchimento da coluna de sedimentacdo com a cultura de microalga de Clhorella sp.
foi realizado de forma a manter, inicialmente, a concentragdo de soélidos suspensos
uniformemente distribuida ao longo da mesma, sendo, para isso, feita uma
homogeneizagdo da amostra. Logo apds o preenchimento da coluna com a cultura
microalgal, uma haste metélica de 1,20 m foi introduzida no tubo para efetuar a mistura
da suspensao, realizada por meio de movimentos circulares, durante o periodo de 1
minuto, em todos os ensaios. Apos a realizacao da mistura, a suspensao contida no tubo
de sedimentacdo foi deixada em repouso. A coleta de amostras da suspensdo em estudo
foi realizada a cada 0,20 m de profundidade da coluna liquida, por meio de torneiras
instaladas nas paredes da coluna de sedimentacdo (Figura 1). Aliquotas de 10 mL do
meio contendo microalgas foram coletadas, de cima para baixo, ao longo da coluna (0,
20, 40, 60 e 80 cm), no tempo zero e em intervalos de tempos regulares de 30 minutos

(0, 30, 180, 240, 300, 360 e 480 min.)
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Figura — 1. Desenho esquematico da coluna de sedimentacdo
Fonte: Matos et al. (20006).

A concentragdo da biomassa foi determinada por meio da medida de densidade
otica das culturas em espectrofotometro a 670 nm, utilizando curva padrao que
relaciona densidade 6tica com massa seca de biomassa (RADMANN et al., 2007).

Foram realizadas dilui¢des sucessivas de um volume fixo de massa celular da
microalga Chlorella sp. (COSTA et al., 2006), concomitantemente a leitura em
espectrofotometro a 670 nm (COSTA et al., 2002). Foi tracada a curva-padrao
absorbancia versus biomassa (g L), por meio da qual, com posterior regressio linear,

obteve-se a seguinte equacao:

Conc.=0,4283abs — 0,0181
em que;

Conc.= Concentragdo de biomassa de Clorella sp. em meio contendo baixo teor de
nitrogénio.
abs = Absorbancia a 670 nm.

2.3. Ensaio com coagulante utilizando “Jar-test”

Para a realizag¢do deste ensaio, a cultura microalgal de Chlorella sp., obtida apos
o tempo de cultivo no Laboratoério de Ficologia da Universidade Federal de Vigosa, foi
levada ao Laboratério de Qualidade da Agua do Departamento de Engenharia Agricola,
da mesma instituicdo, sendo transportada em galdao de 20 L e armazenada sob condi¢des

de iluminagdo e aeracdao adequadas.
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Os agentes coagulantes utilizados foram: sulfato férrico -Fe;(SO4); e sulfato de
aluminio -Aly(SO4);.18H,0. As concentragdes utilizadas foram: 0; 0,005; 0,001; 0,025;
0,050; 0,100; 0,170; 0,250; 0,330; 0,500 ¢ 1,000 g L' de sulfato férrico e 0; 0,025;
0,050; 0,083; 0,170; 0,250; 0,330; 0,420; 0,500; 0,670; 0,830 g L' de sulfato de
aluminio. Estas concentra¢des foram escolhidas com base nos resultados obtidos nos
testes preliminares.

O pH da solugdo nestes testes foi alterado, utilizando-se o hidroxido de sédio
(NaOH), na concentrac¢io de 0,1 mol L™, sendo 6.0 o valor de pH usado. As suspensdes
microalgais foram acondicionadas em béquer de 500 mL e colocadas no aparelho “Jar-
test”, por 10 segundos apos adicdo do coagulante, na rotagdo de 160 rpm, que foi a
velocidade maxima conseguida pelo aparelho de “Jar-test”, o que representa um
gradiente de velocidade de aproximadamente 340 s™, sob a temperatura de 25 °C. Apos
decorrido o tempo de 10 segundos, a rotagdo das pas foi reduzida para 20 rpm,
permanecendo nesta condi¢cdo por mais 5 minutos.

Desligou-se o aparelho e aguardou-se 15, 30 e 60 minutos para sedimentagao
dos flocos formados. A clarificacao da suspensao foi avaliada em fun¢do do tempo com
a determinacdo da medida de densidade otica das culturas em espectrofotdmetro a 670
nm em cada tempo pré-determinado, utilizando curva padrdo que relaciona densidade

Otica com massa seca de biomassa.

2.4. Centrifugacao

O experimento foi conduzido em centrifuga “SIGMA 3-18K”, instalada no
Laboratério de Painéis e Energia da Madeira (LAPEM) da UFV, seguindo-se
metodologia proposta por Silva & Azevedo (2002). Foram testadas 5 rotagdes (300,
600, 1400, 2200 e 3000xg) e 5 periodos de centrifugacao (15, 30, 60, 120 e¢ 180
minutos), em quatro repeticdes. Apds a centrifugacdo, o volume sedimentado foi
determinado. A média do volume concentrado, em cada rotacdo, foi utilizada no
levantamento da curva de Bio-sdlito total (BST), em razao do periodo de centrifugagao
utilizado, gerando uma familia com cinco curvas, demonstrando o volume concentrado

em cada rotacdo em fun¢do do tempo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Sedimentac¢ao

Os resultados do ensaio de sedimentagcdo da cultura de microalga Chlorella sp.
em meio contendo baixo teor de nitrogénio estdo apresentados na Tabela 1 e Figura 2,

observa-se qu,e para um mesmo tempo, as diferentes alturas expressaram percentuais de

remocao diferentes.

Tabela 1 — Porcentagem de remogao de solidos para a sedimentagdo de Chlorella sp.

Tempo (min.)

Profundidade (cm)
30 180 240 300 360 480
20 0,0 0,52 -6,79 15,14 11,23 21,67 13,58
40 0,0 1,31 12,79 27,42 28,98 33,42 18,54
60 0,0 6,53 12,01 8,88 20,89 22,72 47,26
80 0,0 13,58 23,76 31,85 45,69 44,65 52,22
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Figura 2. Isocurvas a porcentagem de remogao de sélidos.

A teoria da sedimentagdo baseia-se na hipotese de que qualquer particula nao
coloidal, suspensa em meio liquido em repouso, de menor massa especifica, sera
acelerada pela gravidade até que as forgas de resisténcia viscosa e de deformacao do
liquido sejam iguais a resultante do peso especifico da particula (OLIVEIRA, 2005). A

partir de entdo, a velocidade serd constate, conhecida como velocidade de sedimentagdo
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(DI BERNARDO, 1993). Estas particulas sdo denominadas particulas discretas, isto &,
particulas cuja forma, densidade ou tamanho ndo se alteram.

Porém, as microalgas comportam-se como particulas ndo discretas ou como
floculentas (OLIVEIRA, 2005). Estas se aglomeram formando flocos que tendem a
crescer a medida que sedimentam, de maneira que, por aumentarem de tamanho, tem
sua velocidade maior e crescente.

Naturalmente, foi observado que a medida que a profundidade aumentava, a
porcentagem de remocao foi maior, devido a concentragdo de particulas mais grosseiras
e do efeito do arraste dos primeiros flocos sobre os localizados abaixo destes, como
citado nos estudos de Oliveira (2005), Di Bernardo (1993) e Von Sperling (1996). Esta
constatagdo pode ser verificada na Figura 2, onde a maior remog¢do ¢ verificada na
regido superior e esquerda, que corresponde a parte mais profunda da coluna e apds os
300 minutos de sedimentacdo. Segundo Ramalho (1996), a velocidade de sedimentagdo
das particulas aumenta, devido ao efeito de coalescéncia com outras particulas. Como a
floculagdo ocorre a medida que as particulas se dirigem para o fundo, quanto mais
chances de contato elas tiverem, maior a formagdo de flocos, assim sendo, a
sedimentacdo floculenta tem a sua eficiéncia aumentada com o aumento da
profundidade H e do tempo t.

Algumas divergéncias a este raciocinio foram encontradas entre as alturas de (40
e 60) cm para os tempos de (180, 240, 300 e 360) minutos. Isto pode acontecer devido
ao tamanho minimo das células, que podem permanecer em suspensao por longos
periodos sem sedimentarem. O comportamento de sedimentacdo linear em relacdo ao
tempo ¢ geralmente verificado para solugdes diluidas. Desvios deste comportamento
ocorrem durante a compactacdo e ao adensamento das particulas. Estes desvios podem
ser justificados, ainda, pela carga elétrica das células.

Observou-se, para uma mesma profundidade, aumento na porcentagem de
remogado de células a medida que o tempo de sedimentacdo aumentou, confirmando os
estudos de Oliveira (2005), Di Bernardo (1993) e Von Sperling (1996). A excecdo deu-
se para a profundidade de 20 ¢ 40 cm ao tempo de 480 minutos, que apresentou
percentual de remocao de células inferior a obtida no tempo de 360 minutos. Este fato
também foi constatado na profundidade de 20 cm entre os tempos (30 e 180) minutos, e
na profundidade de 60 cm entre os tempos de (180 e 240) minutos. Isto pode ser

explicado pelo fato de a maior parte das células ja terem decantado, restando para
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sedimentar as particulas mais finas, de mais dificil remo¢dao ou pelo potencial de
ressuspensao das diminutas particulas.

Shelef et al. (1984), afirmam que para remover particulas finas com didmetro de
poucos microns estas devem ser induzidas a formar grandes flocos que possuem
velocidade de sedimentagao razoavel.

Nos decantadores reais, a floculagdo ocorre a medida que as particulas dirigem-
se ao fundo. Portanto, quanto mais chances de contato elas tiverem, maior a formagao
de flocos. Por conseguinte, a sedimentagdo floculenta da microalga Chlorella sp. pode
ter sua eficiéncia melhorada com o aumento da profundidade do tanque e do tempo
médio de detencdo. No entanto, a area superficial do decantador e a taxa de escoamento
superficial sdo os variaveis ainda mais importantes a serem considerados (Di Bernardo,
1993; Von Sperling, 1996). Segundo Kawamura (2000), existem diversos fatores que
podem afetar o processo de sedimentacdo em tanques de cultivo, tais como as
caracteristicas do meio de cultivo, a velocidade de sedimentacdo das particulas
suspensas, as condi¢cdes climaticas, as caracteristicas geoldgicas do local, as variacdes
de vazao, a ocorréncia de curtos-circuitos hidraulicos, método de remog¢ao da biomassa.

Por meio do ensaio de sedimentagdo, foi possivel verificar que o tempo de
residéncia em um decantador industrial seria muito elevado (8 horas ou 480 minutos) e
atingindo remocdo de solidos pouco acima de 50 %, sendo necessario o emprego de
uma segunda unidade de decantacdo, de grande volume. Isso justifica o uso de
coagulantes, que foi testado em um ensaio seguinte.

Segundo Molina-Grima (2003), os coagulantes mais indicados para separacao de
culturas microalgais sdo sulfato de aluminio (Aly(SOy)3), cloreto férrico (FeCls), sulfato
ferroso (FeSOy), sulfato férrico (Fex(S0O4)3), cloreto de polialuminio (AI(OH)«(Cl)y) e
polimeros cationicos. Relata ainda, que o tipo € a dosagem do coagulante dependem de
alguns fatores como a natureza da microalga a ser separada e as caracteristicas quimicas

do meio de cultivo.

3.2. Floculacao

Segundo Arboleda (1992), o processo de coagulagdo-floculagdo ¢ usado para
facilitar a remogao de turbidez organica e inorganica, cor verdadeira e aparente e ajudar
na eliminacdo de bactérias, virus, patogenos, algas e planctons em geral, bem como

substancias produtoras de sabor e odor.
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A floculagdo tem sido investigada como processo de separacao de microalgas a
ser adotado em nivel industrial. Diante do exposto, dois floculantes conhecidos foram
testados, o sulfato de aluminio ¢ o de ferro.

Os testes de floculagdo foram realizados com o meio de cultivo que propiciou
maior concentragdo de lipideos (Experimento 3). Nas Figuras 3 e 4, observam-se os

resultados dos ensaios efetuados com a adi¢do do coagulante sulfato de aluminio e do

sulfato férrico, respectivamente.
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Figura 3- Ensaios de floculagao com sulfato de aluminio da cultura da microalga
Chlorella sp. em meio contendo baixo teor de nitrogénio.

100

Células removidas (%)

20 1 —e— 15Min.

O---- 30 Min.
—-¥— 60 Min.

0% T T T

T T

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Conc. Coagulante (g L")

Figura 4- Ensaios de floculacdo com sulfato de ferro da cultura da microalga Chlorella
sp. em meio contendo baixo teor de nitrogénio.

Na utilizacao de sulfato de aluminio (Figura 3), as porcentagens de remogao para
a concentracdo de 0,50 g L' foram superiores as obtidas com o sulfato de ferro, para os

tempos de (15 e 30) minutos. Para os tempos de (15, 30 e 60) minutos, a porcentagem
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de remocao foi 81,3 %, 87,5 % e 78,1 %, respectivamente. A adicdo de mais coagulante
mostrou-se significativa apenas para os tempos de (15 e 60) minutos, nos quais a
porcentagem de remocdo aumentou para 89,3 % e 84,4 %, respectivamente, para a
concentracio de 0,83 g L™ de sulfato de aluminio.

No ensaio realizado com sulfato de ferro (Figura 4), verificou-se boa
porcentagem na remocdo de solidos, em todos os intervalos de tempo, na dose de
coagulante em torno de 0,50 g L. A adigdo de mais coagulante influenciou pouco na
remogao de células, de maneira que para o tempo de 15 minutos, a remog¢ao aumentou
de 81,2 % para 85,1 % para concentragdes de coagulantes de 0,50 g L™ ¢ 1,00 g L™,
respectivamente. No tempo de 30 minutos o aumento foi de 84,8 % para 88,6 % e para
60 minutos de 87,5 % para 90,3 %, para a mesma alteracdo de concentra¢do de
coagulante.

O comportamento evidenciado no ensaio com sulfato de aluminio, mostrou certa
lentiddo no processo de decantagdo das células microalgais floculadas. O mecanismo de
coagulagdo ocorrente estd relacionado a desestabilizagdo das particulas coloidais, que
consiste em minimizar ou eliminar as forcas de repulsdo entre elas, podendo ocorrer de
diferentes formas. Os mecanismos de desestabilizagdo das particulas podem ser:
compressdo da dupla camada elétrica; adsor¢do e neutralizacdo de carga; varredura; e
adsorcdo e formagdo de pontes. A desestabilizagdo pode ocorrer por meio de um
mecanismo ou pela combinagdo de mecanismos distintos. Os sais de aluminio e de
ferro, quando adicionados a agua, sofrem reacdes de hidrolise, produzindo espécies
hidrolisadas em solugdo, que ndo sdo ions indiferentes, e hidroxidos, que precipitam
quando o limite de solubilidade ¢ excedido. A formagdo e equilibrio entre as espécies
hidrolisadas dependem da dosagem do coagulante e do pH de coagulagao (OLIVEIRA,
2005).

No mecanismo de adsor¢do e neutralizagdo de cargas com uso de sulfato de
aluminio e ferro, como os avaliados nos ensaios efetuados neste trabalho, o ion positivo
adicionado ndo ¢ um ion indiferente e tem maior afinidade pela superficie da particula
do que pela agua, sendo adsorvido na superficie do coléide, reduzindo sua carga, e, por
conseqiiéncia, as forcas de repulsdo, podendo, dessa forma, neutralizar a carga da
particula ou promover sua restabilizagdo (reversao de carga), se houver disponibilidade
de coagulante e superficie livre no coldide. Segundo Masschelein (1992), a adsor¢ao de
ions na superficie do coldide nao ¢ regida pela carga superficial da particula, assim,

qualquer energia que se aplique no sistema provocara a agregacao das particulas. Como,
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para a formacdo posterior do floco, a particula ndo precisa ser necessariamente
neutralizada, alguns pesquisadores (BERNHARDT, 1991; BERNHARDT, 1994;
CHOW et al., 1998; DRIKAS et al., 2001) preferem denominar esse mecanismo de
adsor¢ao e desestabilizacao de cargas.

Outros autores afirmam que o aluminio ¢ o floculante efetivo de Scenedesmus e
Chlorella (GOLUEKE & OSWALD, 1965). Contudo, a floculagdo por sais de metal
podem ser inapropriadas dependendo do uso pretendido da biomassa.

Utilizando uma faixa de pH de 5,3 a 5,6, Moraine et al. (1980) e Friedman et al.
(1977) encontraram doses 6timas de sulfato de aluminio para floculagao de microalgas
na ordem de 80 a 250 mg L', enquanto que, para o uso de sulfato de ferro, na faixa de
pH de 3,0 a 9,0, a dose 6tima encontrada foi de 50 a 90 mg L' (FUNK et al., 1969;
BARE et al., 1975).

Para sedimentagdo de Microsystis aeruginosa, Vlaski et al. (1996) conseguiram,
com pH 8 e coagulante sulfato de ferro a 10 mg L™, a remogio de 87 % das células.

De acordo com Sheehan et al. (1998), o uso de coagulantes ¢ muito caro para a
producdao de biocombustiveis, devendo-se combinar técnicas de separagdo para
barateamento do processo como flotagdo, biofloculacao e autofloculagao.

A autofloculagdo ¢ induzida por pH alto, na presenca de fosfato ou cations
bivalentes (Mg2+ e Ca*") e floculagdo induzida pela limitacdo de nitrogénio (SHEEHAN
et al., 1998).

Lacerda et al. (1996) estudaram a influéncia do pH e do tempo de floculagdao no
processo de flotacdo por ar dissolvido em agua residudria contendo algas. Observou-se
que, para todos os valores de pH, nos ensaios em que a dosagem de coagulante
propiciou a formagao de flocos, foi possivel obter elevados niveis de remocgao de algas,
atingindo-se, em casos pontuais, remog¢des proximas de 100%, comprovando a alta
eficiéncia da flotagdo de ar dissolvido no processo de remoc¢do de algas, conforme
também relatado em diversas pesquisas (EDZWALD & WINGLER, 1990; GEHR et
al., 1993; JANSSENS & BUEKENS, 1993; REALI & GIANOTTI, 1993; EDZWALD,
1993; VLASKI et al., 1996).

3.3. Centrifugacao

A biomassa de microalgas pode ser obtida por meio de diversos processos como:

floculagdao quimica, eletrofloculagdo, sedimentacao, decantacao, filtracao, centrifugagao
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(HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001) ou ainda, por meio da combinagao
entre estes (PONIS et al., 2003).

O método de centrifugacao, além de ser o mais vidvel, ¢ o que tem apresentado
os melhores resultados para a obtengdo de grande biomassa visando-se a producao de
composto de alto valor a partir de microalgas (MONTAINI et al., 1995;
MCCAUSLAND et al., 1999; HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001,
ROBERT et al., 2001). Como vantagem, este processo possibilita melhorar a qualidade
da biomassa, por meio da diminuicao das bactérias agregadas as células e em suspensao,
no meio de cultivo (VIEIRA, 1975; NELL & O’CONNOR, 1991; HEASMAN et al.,
2000).

Os resultados para os ensaios de centrifugacdo da biomassa das microalgas
Chorella sp. foram expressos em termos de porcentual de remocdo de solidos,
avaliando-se a concentragao do sobrenadante em relagdo a concentragdo inicial, ou seja,
do meio de cultivo. A porcentagem de remogao de sdlidos ¢ apresentada na Tabela 2 e

na Figura 5.

Tabela 2 — Porcentagem de remogao de solidos para a centrifugacdo de Chlorella sp.

Tempo (min.) 300 g 600 g 1400 g 2200 ¢g 3000 ¢g
5 35,28 88,71 98,94 95,81 99,32
10 35,78 91,06 99,15 98,61 99,70
15 35,88 94,57 99,39 98,70 99,76
30 46,50 94,22 99,73 99,60 99,87
60 56,89 98,13 99,83 99,69 99,88
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Figura 5 - Porcentagem de remocao de solidos na centrifugacao.

Por meio dos resultados do ensaio de centrifugagao, verifica-se que aumentos da
aceleracdo centrifuga (rotagdo) promovem aumento na remog¢ao de células, a partir de
600 rpm, que ¢ considerada uma baixa rotagao para centrifugas industriais. No entanto,
o tempo de residéncia necessario €, ainda, elevado (5 minutos).

Nota-se que, com rota¢des de 300 rpm, ndo foi possivel a separagdo das células.
Aumentando-se a rotagao para 600 rpm houve elevacao significativa da porcentagem de
remog¢ao, mesmo para o menor tempo de centrifugacdo. Para rotagdes de 3000 rpm, essa
diminuicdo ¢ ainda mais significativa, verificando-se remog¢ao proéxima a 100 %, mesmo
para o menor tempo de processo de centrifugacdo (5 min.).

Grima et al. (2003) concluiram que a centrifugacao ¢ o método preferido para a
separacao de biomassa de microalgas, mesmo destacando o custo elevado de operagao,
que pode chegar a 35% do custo de produ¢dao. Uma grande quantidade de energia deve
ser gerada para obter-se uma recuperacao da biomassa de microalgas do caldo por meio
da centrifugacdo. Além disso, a exposicdo de células de microalgas a elevadas forcas
gravitacionais pode danificar a estrutura celular (KNUCKEY et al., 2006).

O processo de centrifugag¢do ainda ndo deve ser descartado, pois € passivel de
otimizagdo. Pela andlise dos resultados, pode ser possivel a utilizacdo de rotagdes em
torno de 1000 rpm.

O método de centrifugacdo ¢ o mais citado (MONTAINI et al., 1995;
MCCAUSLAND et al., 1999; ROBERT et al., 2001) e o que apresenta os melhores
resultados para a obten¢do de grande biomassa de microalgas, sendo utilizado por
empresas produtoras de biomassa comercial (Instant Algae, 2005). Sabe-se que ndo ¢
somente 0 método que influencia no resultado, mas, também a qualidade das células e

do cultivo a ser concentrado.
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4. CONCLUSOES

O processo de sedimentagdo livre mostrou-se inadequado para a separagdo da
microalga Chlorella sp.. tendo em vista que demanda elevado tempo de processo em
um sedimentador industrial, resultando em unidades de grandes volumes, capazes
apenas de concentrar a biomassa microalgal em torno de 40 % em massa seca.

A floculagdo com Fey(SO4); € Aly(SO4)s € capaz de separar mais de 80 % das
células de Chlorella sp. em tempo inferior a uma hora. No entanto, as doses de
coagulante necessarias sdo muito elevadas, quando comparadas a separacdo de
particulas com didmetros equivalentes ao das células.

A centrifugagdo a 600 g foi capaz de separar mais de 90 % das células de
Chlorella sp. em 5 minutos de processo. A reducdo na velocidade de rotacdo da
centrifuga implicou em menor consumo de energia, podendo até viabilizar sua

utilizagdo em alguns processos de producgdo de biomassa microalgal.
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