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RESUMO

Dentre as numerosas aplicacdes que ja se conhece sobre as microalgas, a mais importante,
atualmente, é seu potencial biotecnologico. As diferencas existentes entre as microalgas e
outras matérias-primas sdo muitas, dentre estas podendo-se destacar: a alta eficiéncia na
conversdo da luz solar em biomassa, o sequestro de gases causadores do efeito estufa, e o fato
de ndo necessitarem de terras e dgua com qualidade, pois suas exigéncias nutricionais sao
simples. Sendo assim, as microalgas podem ser utilizadas como fonte para suprir a crescente
demanda de energia que esta prevista para as proximas décadas. Desse modo, este trabalho
objetivou fazer um levantamento das microalgas existentes na lagoa de Maracanad, situada no
municipio de Maracanal—Ceara, Brasil, identificando-as através de chaves especializadas, e
cultivando em microescala as espécies com potencial biotecnoldgico para o uso na producéo
de biodiesel, extraindo a biomassa seca da microalga escolhida, obtendo o 6leo e a partir dela,
produzir o biodiesel. As espécies selecionadas foram: Chlorella sp, Nitzschia sp, Pediastrum
simplex, e Scenedesmus obliquus, contudo o isolamento das mesmas ndo foi concretizado
devido a fatores como parasitas naturais (zooplancton) e fungos. Com isso, optou-se por
utilizar uma cepa ja isolada doada pelo professor Dr. Raimundo Bemvindo Gomes, do
Instituto Federal do Ceara — campus Fortaleza. A espécie escolhida foi a Chlorella sp, devido
estar presente em todas as amostras das coletas realizadas na lagoa de Maracanad, e pelo
potencial biotecnologico que tal espécie possui. Para a obtencdo da biomassa seca foi
realizado os procedimento de centrifugacdo, congelamento e liofilizacéo, a fim de retirar toda
umidade. Para a extracdo do contetdo lipidico, foi macerada a biomassa e utilizado um
aparelho de ultrassom para romper a parede celular das microalgas, e finalizando o
experimento, a producdo do biodiesel foi realizada através do processo de transesterificagéo,
alcancando um rendimento de 7,52% obtido atraves dos 6leos extraidos da biomassa seca das
microalgas. Com isso, verificou-se que o estudo utilizando microalgas é bastante promissor,
que é possivel realizar o cultivo em escala laboratorial, porém, ainda faz-se necessario um
estudo para aperfeigoa-lo, visando melhorar os rendimentos com a biomassa, visto que 0
resultado obtido apresenta-se inferior ao que foi comparado em outras literaturas.

Palavras-chave: Microalgas; Energia; e Biodiesel.



ABSTRACT

Among the many applications that is already known about microalgae, the most importante,
nowadays, is its biotechnological potential. The differences between microalgae and other
raw-material are many, among them can be highlighted: the high efficiency on sunlight
converting into biomass, the sequestration of greenhouse gases, and the fact that they do not
require land and water quality, because their nutritional requirements are simple. Therefore,
microalgaes can be used as source to supply the growing energy demand, which is expected
for the next decades. This way, this study aimed to do a survey of microalgae in Maracanau
Lake, located at Maracanau City, of Ceara — Brazil, identifying them through specialized
keys, and cultivating in microscale the species with biotechnological potential for the use in
biodiesel production, extracting dry biomass of the chosen microalgae, getting the oil and
from it produce biodiesel. The selected species werer: Chlorella sp, Nitzchia sp, Pediastrum
simplex and Scenedesmus obliquus, however, their isolation was not achieved due to factors
such as natural parasites (zooplankton) and fungi. Thereby, it was decided to use an already
isolated strain, donated by professor doctor Raimundo Bemvindo Gomes, from Federal
Institute of Ceara — Fortaleza campus. The chosen specie was Chlorella sp, due it be present
in all samples taken at Maracanau lake, and its biotechnological potential. To obtain the dry
biomass was performed following the centrifugation, freezing and lyophilization, in order to
remove all moisture. For the extraction of lipid content, the biomass was made through
transesterification process, reaching a yield of 7,52% obtained from oils extracted by the dry
biomass of microalgae. Therewith, it was found that the study using microalgae is very
promising, that is possible to perform the cultivation in laboratorial scale, still it makes
necessary a study to improve it, to get better the incomes with biomass, since the obtained
presented results was lower than that compared to other literatures.

Keywords: Microalgae; Energy; Biodiesel.
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1 INTRODUCAO

A busca pelo desenvolvimento e crescimento econdmico bem como a introdugéo
de novas tecnologias fizeram com que as nac¢Ges procurassem obter dos seus principais setores
produtivos um crescimento a qualquer preco. Conforme os dados apresentados pelo Relatorio
do Desenvolvimento do Banco Mundial em 2014, mais de 80% do atendimento das
necessidades energéticas provém da hidroeletrecidade, dessa forma a escassez de agua,
significa que muitas empresas irdo necessitar comprar petroleo e outras fontes de energias,
expondo o pais e 0s consumidores aos altos custos da geracédo de eletricidade.

Para ter sustentabilidade ambiental e ser economicamente vidvel, 0 processo de
producdo de combustiveis ndo so requer a utilizacdo de fontes renovaveis, mas também que
seja capaz de contribuir para a melhoria do meio ambiente. Assim, a busca por combustiveis
alternativos vem ganhando destaque nas Ultimas décadas, e com isso, 0s biocombustiveis
estdo sendo apresentados como alternativa para a geracdo de energia renovavel com menor
grau de poluicdo (MELO, 2012).

Os principais biocombustiveis utilizados no Brasil, o etanol e o biodiesel, séo
produzidos a partir de fontes renovaveis, e contribuem positivamente para reducdo da
poluicdo atmosférica, além de minimizar as emissdes de gases de efeito estuda. O biodiesel
pode ser produzido a partir do 6leo de diferentes espécies de oleaginosas, como mamona,
dendé, girassol, amendoim, soja, além de matérias-primas de origem animal como sebo
bovino e gordura suina (MASIERO e LOPES, 2008).

Uma nova matéria-prima para a geracdo de biocombustiveis tem chamado atencéo
de institutos e centros de pesquisas, bem como de 6rgdos governamentais. Trata-se das
microalgas. Elas sdo uma fonte de energia que ndo competem com as culturas alimentares,
além de sequestrar maior quantidade de gas carbdnico (CO,) durante o seu crescimento em
comparagdo com outras oleaginosas (AZEREDO, 2012).

As microalgas dispdem de um bom potencial energético, mas apesar dessa
caracteristica, muitos autores ressaltam a necessidade de serem realizadas mais pesquisas
nessa area para que a producdo de biocombustivel se torne mais vidvel economicamente
(FRANCO, 2013).
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Tendo ciéncia que as microalgas possuem grande potencialidade em &mbito
biotecnoldgico, este trabalho objetivou identificar a fauna de microalgas tipicos da lagoa de
Maracanau-CE, Brasil, e fazer uma producao de biodiesel a partir de espécies nativas, sendo
necessario para isso, isolar as espécies que contenham maior contetdo lipidico, cultivar as
microalgas em escala laboratorial, obter a biomassa seca da espécie selecionada, realizar a

extracdo do 6leo de microalgas e produzir biodiesel utilizando o dleo da espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Matriz Energética

A matriz energética é definida como o conjunto de todos 0s recursos energeticos
disponiveis em um determinado territorio. Essa matriz é uma representacdo quantitativa,
servindo de orientagdo para que o setor energético possa planejar suas atividades ligadas a
producdo, transporte, inovacdo e venda de energia (TOLMASQUIM, GUERREIRO e
GORINI, 2007).

Para Goldemberg e Lucon (2007), energia, ar e dgua sdo ingredientes essenciais a
vida humana. A energia era obtida, na sociedade primitiva, através da queima de lenha das
florestas. J& na idade média foram acrescentadas as energias provenientes da dgua e do vento,
e atualmente, a matriz energética “limpa” vem sendo constituida atraves dos raios solares, das
forcas dos ventos e da agua. Silva (2009) afirma que além dessas fontes ainda séo utilizados

os derivados do petrdleo e o gas natural.

2.1.1 Matriz Energética Mundial

A matriz energética mundial vem crescendo de forma bastante acelerada e mudou
muito nos Ultimos anos. As causas dessa mudanca sdo as mais diversas, entre elas,
Tolmasquim, Guerreiro e Gorini (2007) relatam o aumento populacional, e com isso, 0
aumento da demanda energetica.

Dentre os tipos de energias mais utilizados mundialmente, estdo as fontes
energéticas ndo renovaveis, como 0s combustiveis fosseis (petroleo, gas natural e carvdo
mineral), como mostra a Figura 1 (p. 16). Estes somam 81,3% da energia disponibilizada,
estimada em 11.435 milhdes de toneladas equivalentes de petroleo (IEA, 2010). Esse valor
causa uma grande preocupacdo mundial, devido ao possivel esgotamento desses recursos e
também as mudancas climaticas decorrentes da emissdo dos gases de efeito estufa, que

apontam para uma crise ambiental (BERMAN, 2008).
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Hidroelética

y Qutras* 2.2% Biomassa
Petréleo 0.7 10.0%

33.2%

Energia nuclear
5.8%

Gas natural
21.1%

Carvao
27.0%

* Inclui geotérmica, solar, edlica, térmica, tec.
Figura 1 - Matriz Energética Mundial - 2010
Fonte: Internacional Energy Agency (2010).
Um aumento da oferta de bioenergia na matriz energética global poderia reduzir o
uso de combustiveis fosseis. Isso contribuiria para a seguranca energética dos paises durante o
periodo de transicdo do atual modelo energético para modelos mais eficientes, limpos,
socialmente aceitaveis e de menor impacto sobre a emissdo dos gases do efeito estufa
(MIURA, 2012).

2.1.2 Matriz Energética Brasileira

A matriz energética brasileira é uma das mais “limpas” do planeta, sendo o Brasil
0 pais que mais utiliza energia renovavel. Para Mariuzzo (2007), 44% da oferta interna de
energia provém de fontes renovaveis, enquanto que no ambito mundial esse indice é de
aproximadamente 18%, sendo que a energia elétrica vem principalmente das usinas
hidrelétricas. Assim, afirmam Goldemberg e Lucon (2007), que apesar das dificuldades
enfrentadas com os abastecimentos e com o clima caracteristico de cada regido, o pais utiliza
mais recursos renovaveis provenientes de fontes hidricas e biomassas.

Anjos, Rocha e Andrade (2014) relatam que o Brasil ocupa uma posicao singular,
pois tem como principal forma de producédo de energia elétrica as usinas hidrelétricas, as quais
utilizam a forca das aguas para a movimentagdo de turbinas na geracdo de energia. Porém, no

setor de transportes, desde a crise do petrdleo de 1970, o pais desenvolveu sua matriz
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energética por meio de uma importante taxa de contribuicdo do etanol e mais recentemente,
com o uso de biodiesel.

Segundo a Confederacdo Nacional da Industria (2010), a participacdo de fontes
renovaveis no Brasil é trés vezes maior que a média mundial. Além disso, 0 modelo brasileiro
de energia apresenta potenciais para expansdo, 0 que ird resultar em oportunidades e
investimentos a longo prazo.

Para Rodrigues (2008), a energia eolica e solar devem gerar quase 500 TW.h em
2030. Isso deixara o Brasil na frente de outros paises, visto que o clima tropical e a captacao
dessas fontes de energias irdo possibilitar a exploragéo de diversas fontes de energia.

De acordo com o Ministério de Minas e Energia (2014), observou-se que a
utilizacdo de fontes renovaveis foi de 39,4%, como esta apresentado na Figura 2, ocasionando
um pequeno decréscimo na participacdo dessas fontes na matriz energética, quando
comparados aos anos anteriores. Segundo o Ministério, isso ocorreu, principalmente, devido a
uma diminuigdo da geracdo hidréulica e do baixo desempenho do consumo de lenha.

Nao-renovaveis Total Renovaveis
185,1 Mtep 305,6 Mtep (2,2% do munda) 120,5 Mtep (8,6% do munda)

Gas
Industrial
;10

Urénio;
2,2

Oleos
Vegetais;
o Gas; 22,4 2,2
Carvao;/
9.5

10utras;
74

Figura 2 - Matriz Energética Brasileira - 2014
Fonte: Ministério de Minas e Energia (2014)

2.1.3 Matriz Energética Renovavel e N&do Renovavel

Existem inimeras fontes de energia disponiveis no planeta. Silva (2004) considera
como fonte energética toda substancia (petréleo, carvao, uranio, biomassa) capaz de produzir
tal forca em processos de transformacdo (combustéo e fissdo nuclear) e também as formas de
energia (solar e gravitacional), associadas ou ndo, ao movimento dos corpos fluidos (ondas e
hidraulica) e gases (e6lica), ou a temperatura das substancias (geotérmica).
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Essas fontes podem ser classificadas, segundo Goldemberg (1979) como:
e Convencionais: petréleo, gas natural, hidroeletrecidade e biomassa tradicional;
e N3o convencionais ou alternativas: biomassa moderna, energia edlica, maremotriz,
geotérmica e solar;
e Fontes exdticas: fusao nuclear e calor dos oceanos.

Silva (2004), entretanto, modifica essa classificacdo e sugere que as fontes sejam
divididas conforme sua origem e renovabilidade. Com relacéo a origem, as fontes podem ser
primarias, quando sdo originadas de processos fundamentais da natureza (solar e
gravitacional), e secundérias, quando derivadas das primarias por acdes e transformacdes,
como a biomassa e a forca das marés. No que diz respeito a renovabilidade, a energia pode ser
classificada em renovavel e ndo renovéavel.

A Figura 3 representa a classificacao sugerida por Silva (2004), exemplificando os
tipos de energias quanto a renovabilidade.

FONTES FONTES FONTES NAO
PRIMARIAS RENOVAVEIS RENOVAVEIS

NUCLEAR

l GEOTERMICA | I GRAVITACIONAL l

| OCEANOS H EOLICA ||HIDRAULICA \
MADEIRA |y | PETROLEO
FONTES
SECUNDARIAS

= GAS NATURAL

CANA-DE-AGUCAR 4=

RESIDUOS AGRICOLAS BIOMASSA CARVAO

CARVAO VEGETAL |4mf = XxisTO
OLEOS VEGETAIS [+l [ 5o ~ic || M|  TURFA

Figura 3 - Tipos de energias quanto a origem e renovabilidade
Fonte: SILVA (2004).

As fontes ndo renovaveis sdo definidas, de acordo com Rocha e Costa (2014),
como aquelas que se utilizam de recursos naturais esgotaveis, ou seja, possuem quantidades
limitadas e se extinguem com a sua utilizacdo (PENA, 2012). Os principais exemplos séo 0s

combustiveis fosseis e os combustiveis nucleares.
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Os combustiveis fésseis (carvao mineral, gas natural e petr6leo) contém alta
quantidade de carbono, usado para alimentar a combustdo. Esse tipo de utilizacdo de
combustivel gera uma preocupagdo ambiental, pois sua queima produz cerca de 21,3 bilhdes
de toneladas de didxido de carbono (CO,) por ano, e metade dessa producdo atinge a
atmosfera (MACIEL, 2007).

Segundo Metri (2008), o Brasil possui a sexta maior reserva mundial para a
producdo de energia nuclear, tendo sido pesquisado somente 30% do territorio nacional. Esse
tipo de energia possui aplicacbes em diversas areas, como: geracdo de energia eletrica,
utilizacdo de radioisotopos e radiofarmacos na area de salde, aplicacdo de radiacdo em
inddstrias, agriculturas e em monitoramento do meio ambiente.

Porém, na natureza, ndo existe somente fonte de energia que se esgota com 0
tempo. Lucon e Goldemberg (2009) relatam que essas fontes sdo menos poluentes e séo
produzidas em pequenas quantidades.

Devido as mudangas climaticas, as energias renovaveis aparecem como
alternativa para reduzir os efeitos da crise ambiental (AGUILAR, OLIVEIRA, e ARCANJO,
2012). O uso dessas energias pelas industrias € uma acédo estratégica que exige planejamento e
responsabilidade ambiental, além de amplo envolvimento e conhecimento quanto aos recursos
provenientes da natureza (RODRIGUES, 2006).

Contudo, além de prover esses beneficios, as fontes de energia renovaveis, se
implantadas apropriadamente, podem também contribuir para o desenvolvimento social e
econbmico, para a universalizacdo do acesso a energia e para a reducdo de efeitos nocivos ao
meio ambiente e a saude (IPCC, 2011).

Os tipos de energias renovaveis sdo:

e Eodlica: seu aproveitamento ocorre por meio da conversdo da energia cinética de
translacdo em energia cinética de rotacdo, com o emprego de turbinas edlicas, também
denominadas aerogeradores, para a geracdo de eletricidade, ou cataventos (e moinhos),
para trabalhos mecanicos como bombeamento d’agua (ANEEL, 2006). Para Camargo
(2005), a Energia Eolica vem se destacando como uma das principais fontes alternativas
de energia elétrica. Possui baixo impacto ambiental, porém sua estrutura deve ser
instalada onde a ventilagdo seja grande.

e Solar: é transformada em energia através dos painéis fotovoltaicos. Essa energia, nas
areas industrial, agricola e doméstica, tem se mostrado técnica e economicamente viavel
em paises do primeiro mundo, pois possui baixo impacto ao meio ambiente, porém alto
custo de equipamentos (SANTOS, 2007).
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e Hidraulica: segundo Bortoleto (2001), a energia hidraulica provém da condensacéo,
precipitacdo e evaporacgdo das aguas, fatores causados pela irradiacdo solar e pela energia
gravitacional. As usinas hidrelétricas tém a capacidade de transformar energia cinética,
em elétrica. Para Santos (2007), essa energia ndo polui a &gua, e ndo provoca emissao de
gas do efeito estufa. Em contrapartida, gera alto impacto ambiental, alagando regides, e
ocasionando o deslocamento de populacao local, além de modificar fauna e flora.

e Geotérmica: energia térmica proveniente do interior da Terra, podendo ser capaz de
solucionar alguns dos problemas atuais de energia e meio ambiente, tornando-se um
recurso fundamental para tornar a sociedade mais sustentdvel (OZGENER, HEPBASLI e
DINCER, 2007). Ocupa um pequeno espago em sua instalacdo e produz poucos residuos,
porém alto custo dos equipamentos utilizados (GOMES, 2009).

e Maremotriz: segundo Walisewicz (2008), essa energia € gerada a partir do potencial
energético contido no fluxo das marés. Nos periodos de maré baixa, a agua sai e
movimenta as turbinas, um sistema de conversdo que possibilita a geragdo de
eletricidade.

e Oceanos: é resultante da transformagdo da energia contida nas ondas maritimas em
energia elétrica, através de um gerador (CRUZ, 2008).

e Biomassa: segundo Cortez et al. (2008) a biomassa tem origem em residuos sélidos
urbanos, sdo eles: animais, vegetais, industriais e florestais. Quando voltada para fins
energéticos, abrange a utilizacdo desses varios residuos para a geracdo de fontes

alternativas de energia.

2.2 Energia de Biomassa

De acordo com a Companhia Energética de Minas Gerais (2012), biomassa é todo
recurso renovavel proveniente de matéria organica, sendo esta, de origem animal ou vegetal,
que pode ser utilizada na producéo de energia. Constitui uma forma indireta de energia solar,
uma vez que as plantas capturam energia do sol, através do mecanismo de fotossintese,
transformando-a em energia quimica. Essa energia pode ser convertida em eletricidade,

combustivel ou calor.
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A utilizacdo dessa biomassa, como combustivel, pode ser feita a partir de sua
forma bruta, como madeira, residuos agricolas, residuos florestais, residuos pecuarios,
excrementos de animais e lixo (DECICINO, 2007).

Goldemberg (2009) afirma que a utilizacdo da biomassa tem inUmeras vantagens,
pois possui baixo custo, é renovavel, ajuda a sequestrar CO, do ar, permite o
reaproveitamento de residuos, e, além disso, € menos poluente.

Sdo utilizadas como objeto de estudo e como matérias primas para a biomassa a
cana-de-acucar, beterraba, eucalipto, cupuacu, lixo organico, lenha, carvao vegetal, mamona,
coco babagu, amendoim, soja, dendé, casca de arroz, milho, microalgas, dentre outros
(MASIERO e LOPES, 2008).

Abaixo serdo listados alguns dos produtos derivados da biomassa:

e Bioenergia: é gerada pela queima direta da biomassa, como madeira, casca de arroz,
bagaco de cana-de-acucar, entre outros (MORALIS et al., 2009).

e Carvdo Vegetal: € proveniente da queima parcial da madeira (SANTOS e
HATAKEYAMA, 2012).

¢ Biofertilizantes: sdo liquidos que podem ser utilizados no solo ou em tratamento foliares,
como inseticida natural e adubo (OLIVEIRA, 2014).

e Biocombustivel: é definido como uma substéncia derivada de biomassa renovavel, tal
como o biodiesel, etanol e outras substancias estabelecidas em regulamento da Agéncia
Nacional do Petréleo (ANP). Pode ser empregada diretamente ou mediante alteracdes em
motores a combustdo interna ou para outro tipo de geracdo de energia, podendo substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil (BRASIL, 1997). Adicionalmente, de
acordo com a Unido Europeia (2003), séo classificados em: Bioetanol, Biodiesel, Biogas,
Biometanol, Biocombustiveis sintéticos, Bio-hidrogénio e Oleo vegetal puro produzido a
partir de plantas oleaginosas.

Goldemberg (2009) afirma que existe um grande numero de tecnologias de
conversao energetica da biomassa, para aplicacdes em pequena e grande escala. Nesse grupo,
estdo inclusos: gaseificacdo, método de producdo de calor e eletricidade, recuperacdo de
energia de residuos solidos urbanos, gas de aterros sanitarios, além de biocombustiveis para o
setor de transportes, ou seja, etanol e biodiesel. Assim, relatérios do Ministério de Minas e

Energia (2014) apontam que o Brasil supera a média mundial de participacdo da energia de
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biomassa na oferta interna de energia, que gira em torno de 13,6 %, e ultrapassa em muito 0s
paises desenvolvidos, onde essa participacdo estad em torno de apenas 6%.

Com base nas atuais tendéncias e no desenvolvimento tecnoldgico, estima-se que
0s custos de recuperacdo de energia de biomassa se reduzam em até dois tercos em 20 anos
(GOLDEMBERG, 2009).

2.3 Microalgas

O aumento no interesse para o estudo de microrganismos como microalgas,
bactérias e fungos deve-se a essencial importancia destes nas diversas cadeias tréficas
(GROBBELAAR, 2004). Complementado a isso, Richmond (2004) também aborda sobre a
possibilidade de aplicacdo de microalgas em distintas areas como na nutri¢do, saide humana e
animal, tratamento de aguas residuais, producdo de energia e obtencdo de compostos de
interesse da indUstria alimentar, quimica e farmacéutica.

As microalgas podem sintetizar toxinas, além de produzir uma gama de moléculas
bioativas com propriedades antibiéticas, anticancerigenas, anti-inflamatorias, antivirais,
redutoras do colesterol, enzimaticas e com outras atividades farmacoldgicas (DERNER et al.,
2006).

O uso desses microrganismos possui muitas vantagens, pois devido ao fato de
serem fotossintetizantes, capturam o CO, que ainda pode ser utilizado no tratamento de aguas
residuais e como bioindicadores de poluicdo (DERNER et al, 2006). Sant’ Anna et al. (2006),
reafirmam essa teoria ao dizer que a utilizacdo desses organismos fitoplanctdnicos pode ser
considerada como um bioindicador da qualidade da agua e das condi¢cdes ambientais em
ecossistemas aquaticos. Além disso, podem ser utilizadas para a producgéo de biocombustiveis
de uma forma sustentavel e econdmica (DEMIRBAS, 2009).

De acordo com Chisti (2007), esses microrganismos fotossintetizantes sé&o
utilizados em aquicultura, para a producdo de suplemento alimentar e para a extragdo de
compostos de alto valor comercial, apresentando potencial para uso em biorremediagédo e
biofertilizacdo, assim como, para a producdo de varios tipos diferentes de biocombustiveis.

Demirbas (2009) relata que devido a alta quantidade de lipideos presentes nas
células desses fitoplanctons, muitos estudos tém sido realizados para verificar a viabilidade da

producdo de biocombustiveis, como biogas, bio-hidrogénio e biodiesel. Ashokkumar et al.
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(2014), confirmam essa caracteristica ressaltando que as microalgas podem produzir de 3 a 10
vezes mais energia por hectare, e sdo capazes de obter de 15 a 300 vezes mais 6leo para

producdo de biodiesel, levando em consideracao a sua produtividade por area.

2.3.1 Conhecimentos Gerais

De acordo com Bicudo e Menezes (2010), Algae é um termo genérico, desprovido
de significado taxonémico, que inclui organismos que possuem clorofila a e um talo néo
diferenciado em raiz, caule ou folhas, com habito predominantemente aquatico. Esse nome
era usado entre os romanos para designar certas plantas que eram destituidas de suas partes
(RAVEN et al., 2007).

As algas eram classificadas como um sub-reino das plantas. Atualmente, segundo
Bicudo e Menezes (2010), estdo classificadas dentro do reino protoctista, e no dominio
Eukarya, o qual inclui animais e plantas mais desenvolvidos.

A Ficologia, ciéncia que estuda as algas (phykos, do grego — alga e logia —
estudo), é o ramo da biologia, pertencente a botanica, que abrange a maior diversidade de
grandes grupos de organismos, incluindo organismos procariontes e eucariontes. (RAVEN et
al., 2007).

As algas estdo entre as formas mais antigas de vida do planeta, surgindo como
precursoras das plantas. Esses organismos podem apresentar estrutura procariética ou
eucariotica, sendo classificadas em classes, as quais sdo definidas principalmente pela sua
pigmentacdo, ciclo de vida e estrutura celular basica. Dentre as classes mais importantes
destacam-se as algas verdes (Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta) e as diatomaceas
(Bacillariophyta) (BRENNAN e OWENDE, 2010). Na Figura 4 (p. 24) estdo indicados 0s

principais grupos de algas e suas correspondentes caracteristicas.
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Figura 4 - Principais grupos de algas
Fonte: BICUDO (2010).

Bicudo e Menezes (2010) conceituam as algas como organismos fotossintéticos,
que variam de uni a pluricelulares e cujos 6rgaos de reproducdo (gametangios ou esporangios
uni ou pluricelulares) ndo séo envolvidos por camada de células estéreis.

Apresentam morfologia simples, com nivel de diferenciacdo baixo, quando
comparadas a outros grupos de organismos fotossintetizantes, variando suas formas, que
podem ser unicelulares isoladas, agregados de células, coldnias, filamentos simples ou
ramificados, pseudoparénquimas, cendcitos (estruturas multinucleadas) até parénquimas
(BICUDO e MENEZES, 2010). Algumas formas unicelulares e coloniais podem ser méveis
pela presenca de flagelos, e nesse caso, frequentemente sdao confundidas com protozoarios
(LEE, 2008).

Segundo Bicudo e Menezes (2010), as algas desempenham um papel ecoldgico
importante como produtores primarios dos ecossistemas onde ocorrem, sendo provavelmente
responsaveis por mais de 50% do total da producdo priméria de todo o planeta. O fato de
serem clorofiladas, ndo implica que sejam verdes, pois alem da clorofila, possuem outros
pigmentos denominados acessorios, que podem mascarar a presenca da clorofila,
proporcionando as algas coloracdo avermelhada, azulada, parda ou até enegrecida.

A reproducdo desses microrganismos pode acontecer através de trés processos:
vegetativo, assexuado e sexuado. (South e Whittick 1987; Lee 2008). Além disso, possuem
exigéncias nutricionais simples para o crescimento e podem produzir lipideos, proteinas e
carboidratos, em curto periodo de tempo (BRENNAN e OWENDE, 2010).
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2.3.2 Biodiversidade das Algas

As algas constituem um grupo de organismos com grande diversidade de fungdes
e formas. Uma de suas caracteristicas mais marcantes ¢ a ampla variedade que possui, com
mais de 100 mil espécies, e muitas ainda ndo foram catalogadas (BICUDO e MENEZES,
2010). As estimativas calculam em 40.000 o nimero de espécies de algas catalogadas que
ocorrem no mundo (WILSON, 1992). No Brasil, ndo existe esse tipo de informacéo, porém
Bicudo e Menezes (2010) estimaram em 5.614 o numero de espécies para o territorio
nacional.

As microalgas sdo um grupo de seres vivos muito diversificados e podem possuir
dois tipos de estrutura celular: procariotica e eucaridtica. As procarioticas tém representantes
nas divisbes Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. J& as eucarioticas nas divisdes
Chlorophyta, Rhodophyta,  Glaucocystophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta,
Heterokontophyta  (Raphidophyta, Chrysophyta, Bacillariophyta, Xanthophyta,
Eustigmatophyta e Phaeophyta), Haptophyta (= Prymnesiophyta), Cryptophyta e Dinophyta
(DERNER et al., 2006).

e Cyanophyta (cianobactérias): representadas pelas algas azuis, podem habitar varios
locais, desde que haja umidade, e atuam como “espécies pioneiras” por sua pequena
exigéncia nutricional. Realizam fotossintese e aproveitam o nitrogénio atmosférico
(VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

e Prochlorophyta: sdo encontradas em ambiente aquatico, fazendo parte do plancton, ou
associadas com ascidias coloniais (ROLLEMBERG et al., 1998).

e Chlorophyta: sao formados pelas algas verdes, extremamente abundantes nos
ambientes aquaticos, e sdo um dos mais importantes componentes do fitoplancton.
Essas algas sdo responsaveis pela maior parte da producdo de oxigénio molecular
disponivel no planeta (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

e Rhodophyta: vivem fixadas em um substrato. A principal caracteristica é a presenca do
pigmento ficoeritrina em suas células, responsavel pela coloracdo avermelhada desses
organismos (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

e Glaucocystophyta: distinguem-se principalmente devido a presenca de cianelas, que sdo
cloroplastos que retém caracteristicas tipicas das cianobactérias (VILLAC, CABRAL-

NORONHA e PINTO, 2008).
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e FEuglenophyta: sdao os organismos denominados euglenas, presentes quase que
exclusivamente em 3aguas doces; possuem uma Unica célula com uma pelicula externa
de constituicdo proteica (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

e Heterokontophyta: constituem uma das principais linhagens do dominio Eukarya, com
cerca de 10.500 espécies. Muitas delas sdo algas desde as Laminariales gigantes as
diatomaceas unicelulares, que sdo componentes primarios dos planctons. Sdo divididas
em: Raphidophyta, Chrysophyta, Bacillariophyta, Xanthophyta, Eustigmatophyta e
Phaeophyta (DAVID, 2002).

e Haptophyta: é um grupo de algas unicelulares cujos cloroplastos pigmentam-se de
forma similar aos Heterokontophyta (DERNER et al., 2006).

e Dinophyta: sdao compostas pelos organismos dinoflagelados, fitoplancténicos e
predominantemente marinhos. A presenca de carotenos e peridinina confere a
tonalidade amarelada. A superpopulacdo dos dinoflagelados consome grande parte dos
nutrientes disponiveis e libera toxinas na dgua, capazes de envenenar ou matar outros

animais (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

2.3.3 Potencial Biotecndlogico e Energético

A utilizacdo de microalgas como combustivel ndo é recente, porém 0 seu uso
elevou-se devido ao aumento do preco do petréleo e a preocupacdo mundial com o meio
ambiente (CHISTI, 2007).

As microalgas podem ser usadas na producdo de hidrogénio, metano, biodiesel,
entre outros (CHISTI, 2007). Segundo Field’s et al. (2008), os 0leos encontrados possuem
caracteristicas fisico-quimicas e quimicas similares aos de 6leos vegetais e por isso podem ser
considerados como potencial matéria-prima para a producéo de biodiesel.

O potencial das microalgas é reconhecido: possuem alto rendimento em oleo,
rapido crescimento, utilizam terras e recursos de baixo custo de oportunidade, ndo competem
por espaco para a producao de alimentos, além de capturar e utilizar o CO, (FRANCO et al.,
2013). Além disso, elas tém um curto ciclo de colheita, em média de 3 a 15 dias, permitindo
colheitas multiplas ou continuas, com aumento da produtividade de biomassa
(ASHOKKUMAR et al., 2014).
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Um dos mais importantes apelos para a producdo de biodiesel a partir de
microalgas é que tal atividade ndo deslocard areas de cultivo voltadas para a alimentagdo
humana — uma das principais criticas a producdo de biodiesel a partir de oleaginosas
(MENEZES et al, 2013).

Em estudo realizado por Chisti (2007), constatou-se que a microalga, apresenta-se
como excelente alternativa para a producdo de biodiesel, devido ao elevado teor de dleo,

como mostra abaixo a Tabela 1.

Tabela 1 - Comparacao de diferentes matérias-primas para a producéo de biodiesel
Fonte de Biodiesel Produtividade do 6leo (L/ ha)

Mamona 806
Pinhdo Manso 1892
Milho 172

Soja 446

Canola 1.190
Coco 2.689
Oleo de Palma 5.950
Microalga 58.700

Fonte: CHISTI (2007).

Muitas microalgas sdo potencialmente Uteis para producdo em grande escala,
entretanto, a escolha das espécies envolve questBes diversas, tais como a velocidade do
crescimento e a composicdo quimica do 6leo. Essas variaveis sdo influenciadas por alguns
fatores como: o meio de cultura utilizado, idade do -cultivo, intensidade luminosa,
temperatura, fotoperiodo, entre outros (BROWN et al., 1997).

A utilizacdo de biomassa microalgal para a producdo de energia engloba os
mesmos processos. Entre os fatores que influenciam na escolha do processo de converséo
incluem: o tipo e a quantidade de matérias-primas de biomassa, a forma desejada da energia e
0 ganho econdmico desejado sobre o produto (BRENNAN & OWENDE, 2010).

2.3.4 Influéncia dos Fatores Ambientais Sobre o Cultivo de Microalgas

No ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento é resultado da
influéncia de fatores bioldgicos, fisicos e quimicos, de modo a viabilizar a sobrevivéncia e

crescimento das microalgas. Os fatores bioldgicos estdo relacionados as proprias taxas
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metabolicas da espécie cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros organismos

sobre o desenvolvimento dela (DERNER et al., 2006).

Os fatores fisico-quimicos que podem tornar limitantes o crescimento algal sao:

e Luz: esta permite a realizacdo da fotossintese. A intensidade luminosa e a qualidade do
espectro luminoso ocasionam uma maior populacdo microalgal (WARNIER, 2004).

e Temperatura: é um importante fator de regulacdo das taxas de reacdes quimicas dos
processos bioldgicos, como a fotossintese e a respiracdo (RICKLEFS, 2003).

e Oxigénio e géas carbonico: estdo relacionados aos processos de fotossintese e respiracéo.
O oxigénio participa em varias reacfes quimicas e biologicas importantes, sendo
continuamente produzido na fotossintese. As concentragdes de CO, na &gua normalmente
mostram relacdo inversa as de O,. Embora sua concentragdo atmosférica seja menor, o
CO, é trinta vezes mais sollvel, e por isso € mais abundante (FERNANDES et al., 2005).

e Potencial hidrogeniénico (pH): afeta diretamente a disponibilidade de varios elementos
quimicos, que podem cristalizar e precipitar dependendo do pH do cultivo. Assim, o pH
deve ser quase neutro para que 0s componentes do meio possam ser efetivamente
absorvidos pelas microalgas (SCHMIDT, 2007).

e Macronutrientes: sdo necessarios em grande quantidade e apresentam fungbes bem
distintas, como constituir a estrutura de biomoléculas, participar de processos de trocas de
energia, regular atividades de metabolismo das microalgas, dentre outras fungdes.
Classificam-se como macronutrientes: Hidrogénio, Nitrogénio, Fo6sforo, Enxofre,
Potassio, Magnésio, Sddio, Silica e Ferro (LOURENCO, 2006).

e Micronutrientes: sdo elementos cuja principal funcdo é participar da estrutura nas
biomoléculas e funcdes enzimaticas. Os principais sdo: Manganés, Molibdénio, Cobalto,
Boro, Vanéadio, Zinco, Cobre e Selénio (LOURENCO, 2006).

Além da quantidade de nutrientes da agua, outros fatores influenciam a
composigdo e distribuicdo espacial e temporal da comunidade fitoplancténica, tais como:
correntes, estratificacdo térmica, circulacdo, hora do dia, profundidade de penetracéo da luz e
presenca de substancias toxicas (RAVEN et al., 2007).

Muitos meios de cultura tém sido desenvolvidos baseados nos requerimentos de
micro e macronutrientes das algas, além disso, é usual adicionar vitaminas que apresentam
funcbes importantes, as quais sé@o a tiamina (B;), biotina (H) e cianocobalamina (Biy)
(LOURENCGCO, 2006).
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2.3.5 Modos de Cultivos de Microalgas

O cultivo de microalgas é indicado como uma alternativa importante de
biomitigacdo de CO,, pois cada quilograma de biomassa algal representa aproximadamente a
fixacdo de 1,83 quilograma de CO, durante o seu ciclo de vida (WANG et al., 2008). Os
primeiros estudos envolvendo cultivo de microalgas no Brasil foram realizados na década de
70, com a criacdo de um laboratério com dezenas de cepas na Universidade de S&o Paulo
(LOURENCGCO, 2006).

As microalgas podem ser cultivadas nos modos autotroficos, heterotroficos e
mixotroficos, sendo que a diferenca entre eles estd na fonte de energia e de carbono. No
cultivo autotrdfico, as celulas obtém energia da luz e carbono do CO, do ar, produzindo
através da fotossintese suas biomoléculas: polissacarideos, proteinas, lipideos e é&cidos
nucléicos. Embora apresente eficiéncia com a incidéncia de luz sobre a cultura, esse tipo de
cultivo pode ocasionar uma reducdo do crescimento algal, por consequéncia da limitagdo da
luz, pela alta densidade celular ou o seu excesso (VIEGAS, 2010).

No cultivo heterotrofico, as células utilizam compostos organicos (glicerol,
glicose e acetato) como fonte de energia e de carbono. Apresenta como vantagem o maior
controle do processo de cultivo e 0 baixo custo na colheita de biomassa (FRANCO et al.,
2013). J& no mixotréfico, as células utilizam a luz, compostos organicos e inorganicos como
fonte de energia e CO, (FRANCO et al., 2013).

As microalgas podem ser cultivadas em fotobiorreatores, ou em lagoas e tanques
abertos. Grande parte estd sendo cultivada em lagoas e tanques abertos, sendo considerada a
forma de cultivo mais natural, pela sua suscetibilidade a variacbes de pardmetro como
temperatura, luminosidade e qualidade do ar. Por outro lado, tal cultivo apresenta como
desvantagem a evaporacgdo de 4gua e 0 maior risco de contaminagdo por espécies indesejadas,
reduzindo assim o rendimento do processo (FRANCO et al., 2013).

O cultivo fechado é feito com fotobiorreatores, transparentes a luz visivel, que
permitem maior controle das condicdes de cultivo, obtendo com isso maior produtividade de
biomassa. Esse sistema propicia uma producdo em larga escala, com alto valor comercial, ja
que reduz os riscos de contaminacdo e possibilita uma melhor distribuicdo de luz. Contudo,
seus custos de implantacdo e de operacdo sdo superiores aos dos tanques (FRANCO et al.,
2013).
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Figura 5 - Sistemas de cultivos aberto e fechado
Fonte: SESTON (2013) e NPDEAS (2013).

O cultivo de microalgas apresenta vantagens em relacdo as oleaginosas, como a
simplicidade de nutrientes necessarios, a duplicacdo da biomassa em um curto periodo de
tempo e a possibilidade de manipular suas condi¢6es, de modo a aumentar a producdo de um

metabolito especifico (COSTA, 2000).

2.3.6 Curva de Crescimento

O desenvolvimento das microalgas em cultivo pode promover informagoes
basicas sobre esses micro-organismos, como, por exemplo, o ciclo de vida. Em condi¢6es
climaticas e nutrientes adequados, elas podem crescer profusamente. Comumente, dobram a
sua biomassa dentro de 24 horas, ou menos, e durante a fase de crescimento exponencial,
podem completar um ciclo de vida dentro de 2 a 4 horas, conforme mostra a Figura 6, na qual

sdo mostradas as seguintes fases do ciclo de crescimento.

Taxa de Crescimento

S3IUBLINN 3P 0B3LIUR0U0)

Tempo
Figura 6 - Representacdo esquematica da curva de crescimento de microalgas
Fonte: Mata et al., (2010).
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Essa curva de crescimento na linha continua representa o incremento da biomassa
ou do nimero de organismos no decorrer do tempo. Ja a linha tracejada indica a concentracédo
de nutrientes no cultivo. A curva apresenta cinco fases distintas, e de acordo com a Figura 6
tem-se:

1 — Fase de inducdo ou fase lag: é uma fase relativamente curta. Ocorre logo apos a
repicagem, e caracteriza-se por ndo haver crescimento ou declinio devido a adaptacdo das
células as novas condicdes de cultivo (ANDERSEN & KAWACHI, 2005).

2 — Fase exponencial ou fase log: nessa fase ocorre uma duplicagéo sucessiva em intervalos
regulares de tempo. A duragdo da fase exponencial em culturas depende do tamanho do
indculo, do ritmo de crescimento, do meio utilizado e das condigdes fisicas de crescimento
como, luz e temperatura (MATA et al., 2010).

3 — Fase de desaceleracdo: nessa fase a concentracdo celular € geralmente muito alta, e uma
exaustdo em termos de nutrientes, limitacdo de dioxido de carbono e luz tornam-se as
principais causas do declinio do crescimento (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

4 — Fase estaciondria: é caracterizada por auséncia de crescimento e em pouco tempo as
células comecam a sofrer alteracdes bioguimicas (VEGA e VOLTOLINA, 2007).

5 — Fase de Morte: ocorre quando o metabolismo celular j& ndo pode ser mantido. Nessa fase,
a taxa de mortalidade supera a taxa de crescimento (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

As curvas de crescimento s&o elaboradas de acordo com a densidade celular diaria
da média das aliquotas realizadas em triplicata que sdo obtidas através da contagem dos
organismos em microscopios, com o0 auxilio da camara de sedimentacdo, que sdo
instrumentos de precisdo, confeccionados em vidro optico especial, o qual foi utilizado no
trabalho a cAmara de Newbauer, como exemplifica a Figura 7.

Também foram verificados os parametros: a densidade celular maxima (DCM), a
velocidade de crescimento (k), o tempo de cultivo (T), a velocidade especifica de crescimento

(1) e a produtividade volumétrica.

Figura 7 - Camara de Newbauer
Fonte: Proprio autor (2015).
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Densidade celular maxima (DCM): Este parametro foi definido como o maximo valor
obtido em numero de células por mililitro, antes da cultura alcancar a fase estacionaria
da curva de crescimento, independentemente do tempo transcorrido desde o inicio do
cultivo (GRESSLER, 2011).

Velocidade de crescimento: A velocidade de crescimento representa o nuimero de
divisGes celulares da populagdo por unidade de tempo (dia) (DERNER, 2006).

Tempo de cultivo (T): Esse parametro foi determinado pelo numero de dias entre o
inicio do cultivo até o dia em que foi alcangada a densidade celular maxima (GRESSLER,
2011).

Velocidade especifica de crescimento (u): A velocidade especifica representa o nimero
de divisGes celulares da populacdo por unidade de tempo (dias) (GRESSLER, 2011).
Produtividade volumétrica (Pv): A determinacdo da produtividade volumétrica

representa o rendimento das culturas (SCHMIDELL et al.,2001).

A estatistica da identificacdo das espécies foi realizada utilizando a curva de

crescimento e obtida através da Distribuicdo de Poisson, o qual expressa a probabilidade de

uma série de eventos ocorrer num certo perl’odo de tempo e se estes eventos ocorrem

independentemente de quando ocorreu o Gltimo evento. O grau de confianca deste método é

de 95 + 20 % quando se conta 100 individuos da mesma espécie.

Os resultados foram expressos em organismos por mililitros de agua (org/mL),

celulas por milimetro quadrado (cél/mm?2) e células por mililitro de &gua (cel/mL). Os

resultados expressos em porcentagem sdo classificados nas seguintes categorias, de acordo
com Ferreira (2007):

F > 70% - Espécie muito frequente;
40% < F <70% - Espécie frequente;
10% < F <40% - Espécie pouco frequente;

F < 10% - Espécie com frequéncia rara.
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2.3.7 Chlorella sp

De acordo com Graham e Wilcox (2000), a microalga Chlorella sp pertence ao
filo Chlorophyta, classe Trebouxiophyceae. E unicelular, planctdnica com forma esférica ou
elipsoidal, tendo de 2 a 10 um de comprimento e ndo possui flagelos. Tém cloroplastos verdes
e séo circundados por duas membranas. As paredes celulares das algas verdes sdo compostas
de pectina e celulose, ou de polimeros de xilose ou manose, conectados com a proteina
(BUCKERIDGE et al., 2010).

A microalga Chlorella foi descoberta pelos japoneses (RICHMOND, 2004). Sua
composicdo média é de aproximadamente 20% de gordura, 45% de proteina, 20% de
carboidrato e 10% de minerais e vitaminas (PHUKAN et al., 2011). Vonshak (1997) afirma
que ela contém ainda mais de 2% de clorofila, o que Ihe permite rapido crescimento, pois
assim como as plantas superiores, seu metabolismo principal € a fotossintese, que tem como
fonte principal de energia a luz solar.

O cultivo em grande escala da espécie Chlorella estd bastante desenvolvido,
principalmente em Taiwan, Japdo e Alemanha, sendo produzidas anualmente cerca de 2000
toneladas (peso seco) para alimentacdo e aquicultura (SPOLAORE et al., 2006). Essa espécie
tem recebido mais atencdo nos ultimos anos na industria de biocombustiveis e de sequestro de
CO,, devido ao facil cultivo e as elevadas taxas de crescimento, que permitem atingir grandes
concentragOes celulares em cultivos exteriores (L1 et al., 2008).

“,, 3
9
3" 53

Figura 8 - Microalgas Chlorella
Fonte: KASTOVSKA et al., 2005.
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2.4 Biodiesel

O biodiesel ¢ um biocombustivel derivado de fonte renovavel, para uso em
motores a combustdo interna com ignicdo por compressdo. Ele contribui para a reducdo da
temperatura global do planeta e dos custos com a saude, devido a redugdo das emissdes de
gases poluentes, pois parte do gas carb6nico emitido na queima do combustivel é absorvida
durante o crescimento da cultura da matéria-prima utilizada na sua produgdo (BERMANN,
2008).

Além de ser totalmente miscivel em 6leo diesel mineral, o biodiesel aumenta a
lubricidade do combustivel, melhorando o desempenho do motor, sendo biodegradavel e ndo
toxico (ENCARNAGCAO, 2008). Ele pode ser classificado em primeira, segunda e terceira
geracdo. As culturas comestiveis, como a soja, estdo classificadas na primeira geracdo. Na
segunda e terceira estdo as que sdo obtidas a partir de fontes ndo comestiveis e de residuos,
como por exemplo, mamona e palha. Na Tabela 2 sdo apresentados com mais detalhes outros
tipos de culturas que pertencem a cada geracdo (ATABANI et al., 2012).

Tabela 2 - Diferentes fontes de 6leo para producéo de biodiesel

Oleos Comestiveis Oleos N&o Comestiveis Gordura Animal e Demais
(1® Geracao) (22 Geracao) Fontes (3% Geracdo)
Soja Algodéo Banha de Porco
Colza Karanja Sebo Bovino
Acafréo Jojoba Gordura de Aves
Arroz Semente de Tabaco Oleo de Peixe
Cevada Semente de Serigueira Gordura de Frango
Gergelim Jatropha curcas Bactérias
Girassol Algas
Amendoim Latex
Sorgo Microalgas
Trigo Fungos
Coco
Canola
Palma

Fonte: ATABANI et al. (2012).

Inimeras sdo as vantagens de se utilizar o biodiesel, entre elas, destacam-se 0s
fatores ambientais, dos quais se pode enfatizar o fato de esse combustivel ndo possuir enxofre
em sua composicdo, 0 que evita a emissdo de gases sulfidricos. Além disso, ndo contém
agentes cancerigenos, e possui uma taxa de emisséo de fuligem 50% menor que a do diesel, e
0 mais importante: € biodegradavel (RAMOS et al., 2003).
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2.4.1 Biodiesel no Mundo

Segundo Rathmann et al. (2007), as preocupacfes com o esgotamento das
reservas petroliferas ndo sdo recentes e podem ser comprovadas com as experiéncias de uso
alternativo de combustiveis ao longo de varias datas, como:

e 1900: na Europa, houve o ensaio de Rudolf Diesel, em Paris, o uso de um motor movido
a 6leos vegetais.

e 1937: foi concedida a primeira patente para combustiveis obtidos a partir de dleos
vegetais, em Bruxelas, Bélgica, de n2. 422877.

e 1938: houve o primeiro registro de uso de combustiveis de éleo vegetal para fins
comerciais, em um 6nibus de passageiros da linha Bruxelas/Loivana.

E além dessas datas, Giacchetto (2008) relata que durante alguns conflitos bélicos,
houve inumeros registros de uso comercial de combustivel de 6leo vegetal na “frota de
guerra” e entre muitas outras em todo o mundo.

Paises como Franga, Austria, Alemanha, Bélgica, Reino Unido, Italia, Holanda,
Finlandia, Estados Unidos, Japdo e Suécia vém investindo significativamente na producao e
viabilizacdo comercial do biodiesel, através de unidades de producdo com diferentes
capacidades (DOURADO et al., 2003).

A utilizacdo de biodiesel como combustivel vem apresentando um potencial
promissor no mundo inteiro (FARIA et al.,, 2007), sendo um mercado que cresce
aceleradamente devido a sua enorme contribuicdo ao meio ambiente, com a reducdo
qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental, principalmente nos grandes
centros urbanos (COSTA NETO et al., 2000).

2.4.2 Biodiesel no Brasil

A utilizacdo de biocombustiveis no Brasil € tdo antiga quanto o uso do fogo, tendo
destague a madeira, um dos principais combustiveis solidos consumidos no mundo. Algum
tempo depois, os Oleos e gorduras animais e vegetais também foram utilizados como

combustiveis. No Rio de Janeiro, no final do século XVIII e inicio do século XIX, a
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iluminacdo publica tinha como principal combustivel o 6leo de baleia ou azeite de peixe
(SILVA, 2008).

Do ponto de vista da producdo de energia, biomassa é toda massa organica que
pode ser usada como combustivel ou para a sua producdo. Apesar dos combustiveis fdsseis
como petrdleo, carvdo ou gas mineral também serem derivados de matéria orgénica, precisam
de milhares de anos para ser gerados, por isso ndo sao considerados biomassa, pois ndo séo
recursos naturais renovaveis a curto prazo (NOGUEIRA e RENDEIRO, 2008).

No Brasil, a primeira patente de biodiesel, apesar de ter sido registrada em 1980,
pelo Dr. Expedito Parente, s6 foi regulamentada em 2003, quando a Portaria da Agéncia
Nacional do Petroleo estabeleceu normas para a utilizacdo de combustiveis solidos, liquidos
ou gasosos, ndo especificados no pais. No mesmo ano, também foram autorizadas a¢des para
a implantacdo da producédo e uso do biodiesel (GIACCHETTO, 2008).

2.4.3 Legislagdo e Normas para Biodiesel no Brasil

Segundo a Lei Federal n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, inciso XXIV, define-

se biodiesel como:
“biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustao
interna com ignicdo por compressdo ou, conforme regulamento, para geracdo de
outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustivel de
origem fossil”.

A comercializacdo do biodiesel no Brasil se deu através do marco regulatério que
autorizou a mistura do biodiesel ao diesel de petréleo, e estabeleceu os percentuais dessa
mistura, a forma de utilizacdo e o regime tributario. Essa regulamentacdo permite também
usos especificos do biodiesel, com misturas superiores a estabelecida por ela (MME, 2014).

Mundialmente passou-se a adotar uma nomenclatura bastante apropriada para
identificar a concentragio do biodiesel na mistura. E o Biodiesel BXX, no qual XX ¢ a
porcentagem em volume. Por exemplo, o B2, B5, B20 e B100 sdo combustiveis com uma
concentracdo de 2%, 5%, 20% e 100% de biodiesel, respectivamente, e esse Gltimo é o
biodiesel puro (FANGRUI e MILFORD, 1999).

Essa mistura de biodiesel ao diesel fossil teve inicio em dezembro do ano de
2004, porém somente em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente obrigatoria

de 2% em todo o territorio nacional, em que se utilizava 2% de biodiesel e 98% de diesel.
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Apos alguns anos, esse percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE) sucessivamente até atingir uma mistura de 5% (B5) em 2013. Com o B5,
0 Programa demandou de 2,2 a 2,4 bilhdes de litros em 2010. A previsdo € de 2,8 bilhdes de
litros (por ano) até 2013 (PIRES, 2015).

O Brasil produziu, no ano de 2014, mais de 3,4 bilhdes de litros de biodiesel, e a
aprovacdo de lei que ampliou de 5% para 7% a adicdo de biocombustivel no diesel fez a
Associacdo dos Produtores de Biodiesel do Brasil (Aprobio) projetar um aumento de 25% na
producdo do ano de 2015 (CAMPO E LAVOURA, 2015).
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3 FUNDAMENTACAO OU QUADRO TEORICO: VISAO DE MUNDO
SUBJACENTE A FORMULACAO DO PROBLEMA E SELECAO DO METODO
DE PESQUISA.

Muitos fatores de carater fisico, econdmico, politico e ambiental justificam a
necessidade de se investir em fontes de energia renovaveis, tais como: a elevada demanda de
energia no setor de transportes frente & proximidade do esgotamento dos combustiveis fosseis;
a existéncia de disputas comerciais e geopoliticas acerca da exploracdo das fontes de
combustiveis; a oscilacdo de seu valor de mercado; e a emissao de gases intensificadores do
efeito estufa, originados através da queima deste tipo de combustivel, agravando o processo
de aquecimento global (MAROUBO, 2013).

Dessa forma, muitos pesquisadores tém estudado o desenvolvimento de
tecnologias para a producdo de biodiesel que ndo utilizem terras, e ndo haja competicdo com
os alimentos. Um exemplo disso é a biomassa proveniente das microalgas. Varios estudos tém
sido realizados para a utilizacdo de microalgas na producdo de biocombustiveis (CHISTI,
2007) e como forma de fixar CO; originado na atividade industrial e geracdo térmica de
energia elétrica (MORAIS e COSTA, 2007).

Os 6leos encontrados nas microalgas possuem caracteristicas similares aos de
vegetais, e por isso podem ser considerados como potencial matéria-prima para a producgéo de
biodiesel (SHEEHAN et al., 1998). O cultivo desses microrganismos em comparagdo aos
vegetais, além de utilizar menores areas, independem da qualidade do solo, podendo ser
desenvolvido em solos estéreis, inutilizaveis para a agricultura e até mesmo no deserto, ou em
solos férteis, sem causar impacto (HENRIKSON, 1994). E a producdo de Oleo, possui
estimativas de 15.000 a 30.000 L /km? a mais, em comparagdo aos vegetais (LIRA et al.,
2012).

Na Tabela 3 a seguir, apresentam-se algumas microalgas promissoras como

matéria-prima para a producédo de biodiesel, em vista do seu percentual de lipideos.

Tabela 3 - Percentual de lipideos em microalgas em relagdo a massa seca

Microalga % de Lipideos
Scenedesmus obliquus 12-14
Scenedesmus dimorphus 16 — 40
Chlorella sp 10-48
Dunaliella tertiolecta 64 - 71

Euglena gracilis 14 - 20
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Prymnesium parvum 22 - 38
Spirulina platensis 04 -09
Synechoccus sp. 11

Fonte: Takagi, Karseno e Yoshida, (2006).

Dantas et al. (2010) indicam a microalga Scenedesmus dimorphus como uma das
espécies em potencial para a producdo em larga escala, visando a extracdo de 6leo, embora a
Chlorella sp também seja uma boa opcéo.

Os cultivos de microalgas utilizam processos industriais bastante simples. Porém,
0S nutrientes presentes nos meios de cultura sdo de grande importancia para a viabilizacao
desses cultivos. Estudar quais 0s componentes que devem ser acrescentados em maior ou
menor quantidade nos meios de cultura é fundamental para proporcionar o melhor
desenvolvimento das espécies (LOURENCO, 2006).

Diante disso, este trabalho se justifica pela necessidade de se compreender 0s
aspectos e as variaveis que influenciam significativamente o processo produtivo de biodiesel a
partir de microalgas, o que inclui o levantamento da fauna de microalgas, a etapa da coleta,
identificacdo, cultivo e colheita da biomassa, caracterizada como a mais onerosa em termos

econbmicos e energeticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O local escolhido para estudo foi 0 Municipio de Maracanau, localizado na por¢éo
norte do Estado do Ceard, fazendo parte da regido metropolitana de Fortaleza. Encontra-se a
3°52°42” de latitude sul e a 38°37°40” de longitude a oeste de Greenwich.

O municipio distancia-se 22 quilémetros do centro de Fortaleza, e possui
aproximadamente 105,7 km2 de extensdo territorial (IPECE, 2012), cujos limites
correspondem ao Norte com Fortaleza e Caucaia, ao Sul e Leste com Pacatuba e a Oeste com
Maranguape.

Com base em dados preliminares divulgados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE, Maracanau possui populacdo de 209.748, dos quais 99,57%
habitam a area urbana (IBGE, 2012). E o municipio que mais arrecada Imposto sobre
Circulacdo de Mercadorias e Prestacdo de Servicos do Estado (ICMS), com Produto Interno
Bruto (PIB) centralizado fundamentalmente no setor industrial (IPECE, 2012).

Maracanal caracteriza-se pela sazonalidade de sua precipitacdo e por elevadas
temperaturas o ano todo. Sua localizacdo territorial e latitudinal proxima ao Equador favorece
intensa insolacédo, proporcionando elevadas temperaturas com baixas amplitudes térmicas.

A classificacdo climatica segundo Kdppen determina para a area um clima do tipo
Aw’: tropical chuvoso, quente e Umido. A pluviosidade média anual é de 1.426 mm e a
temperatura média sofre pouca variabilidade sazonal, estando entre 26°C e 27°C, havendo
variacdes mais significativas nos limites com as serras de Aratanha/Pacatuba e Maranguape.

As coletas das amostras de microalgas ocorreram na lagoa de Maracanau durante
0s meses de outubro/2014 (representando o periodo seco), marco e julho/2015 (margo,
representando o periodo chuvoso, e julho, 0 més de transigdo entre o periodo chuvoso e seco),

e cada coleta realizou-se através de quatro pontos da lagoa detalhados na Figura 9 (p. 41).
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Figura 9 - Lagoa de Maracanau — CE, Brasil
Fonte: Google maps (2016).

As coordenadas geograficas de cada ponto que foi coletado seguem na Tabela 4.
Nessa lagoa observa-se diversas atividades como: a pesca e a lavagem de animais tipicos da
populacdo local como caprinos e equinos, além de atividades de lazer. Além de receber

despejo industrial, e esgoto da cidade.

Tabela 4 - Localizagdo Geogréafica dos pontos coletados
Ponto Coordenadas Sul ~ Coordenadas Oeste

Ponto 1 3°52° 49,5 38237 38,6
Ponto 2 3°52° 46,5 382377 35,57
Ponto 3 3°52° 40,97 38° 37 46,07
Ponto 4 3°52°36,2” 382377 40,07

4.2 Caracterizacao do Experimento

4.2.1 Coleta das Amostras

Para a coleta da andlise qualitativa foi utilizada uma rede de plancton de 20um de
malha e didmetro de 30 cm, na qual filtrou-se 60 litros de 4&gua. Também foram coletados 10
litros de agua em cada ponto da lagoa para que fossem filtrados a vacuo, e usados
posteriormente como meio de cultura natural. Essa analise qualitativa tem por objetivo a

identificacdo das espécies e sua utilizacdo para o isolamento dos microrganismos.
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Figura 10 - Coleta dos microrganismos

Para a analise quantitativa, a coleta foi realizada na superficie do ecossistema com
profundidade de 30 a 50 cm, conforme APHA (2005). O volume coletado para esse
procedimento foi de 1 litro. No laborat6rio, os respectivos volumes, através de sedimentacao
em proveta, foram reduzidos até 20 vezes, durante um periodo de 24 horas.

A metodologia utilizada foi CETESB (2005), onde foi realizada a sedimentacéo
das amostras em proveta e desprezando o sobrenadante, deixando um volume conhecido para
ser utilizado em camara de Sedgwick-Rafter (SANT’ANNA, et al., 2006). As amostras foram
fixadas com lugol na proporcéo de 5mL.L™ e transferidas para uma proveta de 1000ml onde
ficaram em repouso por 24 horas. A solucdo de lugol é utilizado como corante fixador para
permitir uma melhor visualizagdo das estruturas internas dos microrganismos.

Apos o periodo de repouso é retirado 900ml ou 950ml por sifonacdo com auxilio
de uma bomba de vacuo e do concentrado € retirado uma aliquota para a anélise.

Todo o material coletado foi acondicionado em frascos ambar, e em baldes de
PVC, conservado com gelo na temperatura de 4°C a 10°C. Em seguida, foi transportado para
0 Laboratdrio de Microbiologia e Quimica Ambiental (LAQAMB), no Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara, IFCE — campus Maracanal, para executar 0s
devidos procedimentos de analise e preservacao.

A metodologia de coleta, preservacao e acondicionamento seguiu APHA (2005) e
Bicudo (2004). Bicudo (2004) afirma que os frascos utilizados precisam ter capacidade
suficiente para conter a amostra, permitindo uma boa homogeneizacdo. Em seguida, obtidas
as amostras a partir dos coletores especificos, torna-se crucial armazena-las em frascos

adequados, devido a dificuldade em se analisar uma amostra imediatamente apds a sua coleta.
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Logo, os autores relatam que, tornam-se necessarias técnicas de preservacao, tais como adi¢do
de reagentes quimicos e refrigeracdo, que mantenham a amostra praticamente inalterada até o
momento de seu exame em laboratorio. Posteriormente, a amostra deve ser transportada até o
laboratdrio, garantindo sua integridade e preservacdo, e no tempo necessario para que sua

analise ocorra dentro do prazo de validade da preservacao.

4.2.2 ldentificacdo das Espécies

A identificacdo das espécies foi realizada através das amostras que foram
coletadas para a analise qualitativa e baseada em chaves dicotbmicas especializadas
publicadas por Bicudo e Menezes (2006). Foi feita com o auxilio de um microscopio éptico
trinocular, marca Nikon, com varredura de, no minimo, trés I&minas, sendo as amostras
observadas em diferentes ampliacGes das lentes objetivas (4x, 10x e 40x), para visualizacdo
de estruturas pertinentes, como flagelos, cilios, mucilagem e filamentos resultantes da
mucilagem.

A contagem foi realizada em camaras de Sedgewick Rafter em microscépio
invertido por campos e faixas, seguindo diretrizes também da Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB, 2005).

A amostra foi homogeneizada e, em seguida, colocada na camara. Apés 15
minutos, realizou-se a contagem por campos dentro de uma determinada faixa. Para isso,
anotou-se a quantidade de campos contados até o correspondente a 100 individuos da mesma
espécie. Caso a contagem de individuos predominantes ndo supere a 100, ou seja, ndo atenda
a Distribuicdo de Poisson, é realizada uma nova sifonacdo, concentrando ainda mais a

amostra.

4.2.3 Escolha e Isolamento da Espécie para Cultivo

A espécie escolhida, Chlorella sp, esteve presente nas trés coletas realizadas,
variando de 40 a 60% das amostras. Tal espécie se aclimatou aos meios de cultivos

oferecidos, e também apresentou o potencial biotecnolégico visando o biodiesel.
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As técnicas de isolamento utilizadas foram dilui¢Bes sucessivas e inoculagdes em
meio solidos, com técnicas de estrias em placas de Petri, auxiliadas por uma alca de platina,
conforme esta demonstrado na Figura 11.

As técnicas de estrias sdo o método pelo qual se transfere microrganismos de um
meio de cultura para um outro meio, com o objetivo de garantir que apenas 0 microrganismo
desejado seja semeado, ou seja, realizando o isolamento do mesmo. Foi utilizado o
esgotamento em estrias ou estrias multiplas, onde foi transferida uma al¢ada da cultura para
meio solido em placa e estriar com a alca bacterioldgica sobre o meio, como ilustra a Figura
12.

Cada tubo
contém 9 mL
de salina
Amostra "
Diluigio 110 1/100 |/|Ci’ IIIO4 1113‘ I/‘IO“
(107) 109 (109 (109 (10%) {10
pacussren S ¥ 108
de 1 mL de cada
s ; O
J 36 6 o
coldnias coldnias coldnia
de
contagem impossival ‘

36 x 10* = 3,6 x 10* UFC/mL da amostra original
Fator de diluicdo

Figura 11 - Esquema do método de dilui¢do seriada
Fonte: VIEGAS, (2010).

Figura 12 - Inoculagdo em placa de Petri, esgotamento em estrias.
Fonte: VIEGAS, (2010).
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Os organismos isolados foram cultivados em microescala no laboratério de
microbiologia e quimica ambiental (LAQAMB), do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e
Tecnologia do Ceard, campus Maracanad, inicialmente usando a agua da propria lagoa como

meio de cultivo, como mostra a Figura 13.

Figura 13 - Cultivo em microescala
Fonte: Propria autora, (2015).

Antes de iniciar a série de diluicBes, as amostras foram filtradas para a retirada de
organismos maiores como, zooplancton (predador natural) e para a selecdo de organismos
fitoplanctonicos, com o objetivo de realizar um cultivo puro, dispondo de filtros com
porosidade de 60 um e 20 pm.

Apbs as filtragens, as amostras dos fitoplanctons foram submetidas a oito
diluicBes sucessivas de 10 a 10, sendo realizadas em triplicatas. Partiu-se de um volume
total, para a primeira diluigdo, de 10 mL, que se deu pela inser¢do de 1 mL da amostra bruta
em 9 mL de meio natural, previamente esterilizado a vacuo e armazenado em tubo de ensaio
estéril, obtendo, portanto, a diluicdo 10™. A partir da primeira diluicao foi retirado novamente

1 mL e transferido para 9 mL de meio, obtendo a diluicdo 10 e, assim sucessivamente.

4.2.4 Meios de Cultivo

Foram utilizados como meio de cultivo para as microalgas, os meios WC
(GUILLARD e LORENZEN, 1972), L. C. Oligo (AFNOR, 1980) e ASM (GORHAM et al.,
1964, modificado por REYNOLDS e JAWORSKI, 1978), e a prépria dgua da lagoa, meio

natural, para verificar a melhor aclimatagé&o.
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No anexo 1, encontram-se 0s reagentes que cada meio utiliza para o seu preparo.
Todos os reagentes utilizados na execugdo dos experimentos e na preparacdo dos meios de

cultura foram de grau padréo analitico.

4.2.5 Experimento com diferentes proporcdes de nutrientes (nitrato e fosfato)

No experimento, foram utilizadas diferentes concentragfes de nitrato e fosfato,
adicionadas no efluente utilizado como meio de cultura. Fixou-se a concentracdo de 10% de
nitrato em todos 0s experimentos, e variaram-se apenas os valores para fosfato, podendo ser:
0%, 10%, 20%, 30%, e 40%, como apresentado na Tabela 5. Adotou-se também o cultivo
sem adicionar nenhuma concentracdo de nutrientes, que foi o tratamento 6, ou também
podendo ser chamado de branco. Ele foi utilizado para a comparagdo entre 0s crescimentos

dos cultivos realizados.

Tabela 5 — Experimento com concentracdo diferente de Fosfato
Tratamento Nitrato Fosfato
1 10% 0%
10% 10 %
10% 20 %
10% 30 %
10% 40 %
0% 0%

OOk WwWN

4.2.6 Cultivo em Microescala

A cepa da espécie Chlorella sp. doada foi armazenada em uma sala cuja
temperatura variava entre 21 a 24° C. Para que a fotossintese continuasse sendo realizada foi
utilizado um fotoperiodo de 24 horas com uma lampada incandescente da marca Decolux LT-
1063 127/220 VCA E27 60 W.

O cultivo em microescala foi realizado com um volume inicial de 100 mL, do
qual, foram utilizados 90 mL do meio de cultura, e 10 mL contendo amostras da microalga

selecionada. A troca por um volume maior ocorria de acordo com os valores coletados através
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da curva de crescimento, quando esta se apresentava no fim da fase exponencial e inicio da
fase estacionéria.
As sequéncias dos volumes utilizados foram: 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1L, 2 L,

e 5L. Os ensaios de cultivo ocorreram em triplicata.

4.2.7 Curva de Crescimento.

As curvas de crescimento foram elaboradas de acordo com a densidade celular
diaria da média das aliquotas realizadas em triplicata, com o auxilio da cdmara de Newbauer.
Também foram verificados os parametros para analise de crescimento dos microrganismos:
densidade celular méxima (DCM), velocidade de crescimento (k), tempo de cultivo (T),
velocidade especifica de crescimento (L) e produtividade volumétrica.

4.2.7.1 Velocidade de crescimento

Foi determinada considerando o dia de cultivo no qual a populacdo alcangou a

densidade celular maxima, através da equacéo 01, citada em Stein (1973).

3,322 N
k= log—= Equacdo 1
T,-Ty g1V1 R

Em que:

k = velocidade de crescimento;

3,322 = fator de conversédo do logaritmo base 2 a basel0;
(T2—T1) = intervalo de tempo em dias;

N; = densidade celular inicial;

N, = densidade celular final;

Log = logaritmo em base 10.
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4.2.7.2 Velocidade especifica de crescimento (l)

Para calcular a velocidade de crescimento de cada experimento, foi considerada a
fase exponencial de cultivo até o alcance da densidade celular maxima, e foi obtida através da
equacdo 2 (GRESSLER, 2011).

W= —— Equacdo 2

Em que temos:

1 = velocidade especifica de crescimento;
(T,—Ty) = intervalo de tempo em dias;
N; = densidade celular inicial;

N, = densidade celular final;

4.2.7.3 Produtividade volumétrica (Pv)

A determinag&o da produtividade volumétrica foi estimada a partir do célculo pela
equacdo 3 na fase exponencial do cultivo. (SCHMIDELL et al.,2001).

Pv=(X,—X).n Equagéo 3

Em que temos:

Pv = produtividade volumétrica (células/ ml/ dia);

1 = velocidade especifica de crescimento;

X1 = concentragdo inicial da biomassa (células/ mL);

X, = concentracgdo final da biomassa (células/ mL);
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4.2.8 Obtengédo da Biomassa Seca

Para a obtencdo da biomassa seca, foram realizadas etapas de centrifugacéo,
congelamento e liofilizacdo. A centrifugacdo das amostras realizou-se no mesmo dia em que
os cultivos forem encerrados, com capacidade para 16 tubos de plasticos de 15 mL em cada.
Cada amostra de cultivo em microescala foi reduzida a volumes finais de menos de 50 ml. As
condic@es de centrifugacdo empregadas foram de 4.800 rpm (forca centrifuga de 3.044 g) por
5 minutos, com 30 segundos de aceleracdo e 30 segundos de frenagem, em temperatura
ambiente.

Com o auxilio de uma espétula, o concentrado algaceo depositado no fundo dos
tubos foi transferido para recipientes especificos para secagem por liofilizagdo. As amostras
foram submetidas a congelamento e posteriormente liofilizadas, com tempo médio de

processo entre 24 e 48 horas, até verificar peso constante (SHENG-Y 1 et al., 2010).

4.2.9 Extragdo do Contetdo Lipidico

Para a determinacdo dos lipideos totais foi utilizada a metodologia de extracdo a
frio, desenvolvida por Bligh e Dyer (1959) e adaptada por Soares (2010). Nela, a biomassa
seca foi macerada em um cadinho de porcelana, em seguida retira-se cinco gramas, coloca-se
em um erlenmeyer de 250 mL, junto com 25 mL de metanol, 12,5 mL de cloroférmio e 5 mL
de 4gua. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

Os erlenmeyer tampados foram dispostos em um banho ultrassénico com
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 80W, durante 20 minutos. Em seguida, adicionaram-se
mais 12,5 mL de cloroférmio e 12,5 mL de solucdo de sulfato de sédio. Posteriormente,
realizou-se outra sonica¢do com duracdo de 20 minutos. A parte sélida foi filtrada a vacuo e
colocada para secar em estufa durante 24 horas a 105° C.

A mistura contendo a biomassa sélida e a fracdo liquida, constituida de lipideo
junto com solvente, passou por uma filtracdo para a remocdo do primeiro componente
(biomassa solida). A fracdo liquida foi misturada com 75 mL de uma solucéo de KCI (0,88 %
m/v) e foi colocada em repouso por 24 horas, em um funil de decantagdo. A fase oleosa foi
transferida para um evaporador rotatério (Tecnal — TE-211), ajustado a temperatura de 45°C e
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vacuo de 200 mmHg, para remover o solvente residual. Apds a evaporacdo, os lipideos

remanescentes no baldo foram pesados.

4.2.10 Producéo do Biodiesel de Microalga

Apds a extracdo, os Oleos de microalgas foram convertidos em biodiesel
utilizando o processo de transesterificacdo, que é uma reacdo quimica entre triacilglicerol e
alcool de cadeia curta (metanol ou etanol), na presenca de um catalisador, conforme a Figura
14,

H.C—OCOR, R{COOR, HyC—OH
+

R:COOR; + HC—OH
+

catalisador
HC—0OCOR; + 3Ry—0OH -

HaC—OCOR, R3yCOOR, HC—0H
Triacilglicerideo Mistura de Glicarol
dsteres

Figura 14 - Reacéo de Transesterificacdo
Fonte: GERIS et al., (2007).

Para realizar a transesterificacdo foram pesados 50 ml do 6leo de microalga,
utilizando um erlenmeyer de 125 ml. Em outro erlenmeyer foram colocados 20% de alcool
metilico (CH3OH) e 0,5% de hidréxido de sodio (NaOH) da massa obtida do 6leo, deixando
misturar em agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 20 a 30
minutos.

Apos dissolver a base no alcool, misturou-se a solu¢do com o éleo que foi pesado.
Essa nova mistura ficou sob agitacdo durante um periodo de 1 hora, a temperatura ambiente.
Em seguida, a mistura foi transferida para um funil de decantacdo de 125 ml, no qual se
realizou a separacdo dos ésteres-biodiesel (fase superior) e glicerol (fase inferior). Para a
purificacdo do biodiesel foi utilizada agua destilada para realizar sucessivas lavagens, que
serviram para retirar impurezas basicas e glicerina.

A mistura foi separada por decantacdo, a fase aquosa (inferior) eliminada atraves
das lavagens, e a fase organica (superior) armazenada. Esta representa o biodiesel lavado
(GALLINA et al., 2010). O biodiesel obtido foi levado para uma estufa a 105° C por um

periodo de 1 hora, para que toda a agua presente fosse evaporada. Apds isso, 0 béquer foi
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pesado novamente para saber a massa do biodiesel que foi obtida. O rendimento foi calculado

através da equacao seguinte:

Rm =
mo
Em que temos:
Rm = Rendimento massico, em %;
mp = massa de biodiesel formado, em gramas;

m, = massa do 6leo de microalga, em gramas.

100. myp

Equacdo 4
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta dos Microrganismos

A coleta aconteceu em quatro pontos da Lagoa de Maracanau, no municipio de
Maracanau-CE, Brasil, durante os meses de outubro/2014, marco e julho/2015. O efluente foi
coletado com a rede de fitoplancton e armazenado para a observacdo no Laboratorio de
Microbiologia e Quimica Ambiental - LAQAMB.

Foram escolhidos esses meses para verificar se havia alguma diferenca de
espécies coletadas no periodo seco e no chuvoso. As temperaturas da lagoa em cada ponto de
coleta seguem na Tabela 6. Elas ndo mostraram alteragdes muito acentuadas. O ponto 4
apresentou maior temperatura em relagdo aos demais, devido a sua localizacdo espacial, a

leste, onde o sol nasce.

Tabela 6 - Temperatura da lagoa durante as coletas
Ponto  Outubro/2014  Marco/2015  Junho/2015

Ponto 1 29°C 28°C 29°C
Ponto 2 29°C 29°C 28°C
Ponto 3 29°C 29°C 29°C
Ponto 4 31°C 30°C 31°C

5.2 Identificacdo das Microalgas

O efluente coletado, sem aditivos de reagentes, ou seja, in natura, foi observado
em microscopio Optico e invertido e, em seguida, feita a identificacdo. As frequéncias de

ocorréncia das microalgas foram calculadas de acordo com a equagé&o:

_ Na.100
TNt

F

Equagdo 5

Em que:
Na = numero total de amostras em que as espécies de microalgas apareceram;
Nt = numero total de amostras;

F = frequéncia das espécies.
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Foram identificadas como espécies frequentes, ou muito frequentes, na lagoa de

Maracanau as seguintes microalgas:

- Actinocyclus normanis;

- Aphanocapsa elachista;

- Chlorella sp;

- Closterium acutum;

- Crucigenia tetrapedia;

- Cyclotella ocellata;

- Desmodesmus sp;

- Dolichospermum planctonicum;
- Euglena oxyuris;

- Geitlerinema amphibium;

- Kirchneriella obesa;

- Microcystis aeruginosa;

- Monoraphidium komarkovae;
- Navicula notha;

- Nitzschia sp;

- Pediastrum duplex;

- Pediastrum simplex;

- Pinnularia viridis;

- Planktothrix agardhii;

- Pseudanabaena galeata;

- Raphidocelis contorta;

- Scenedesmus acuminatus;
- Scenedesmus acutus;

- Scenedesmus dimorphus;

- Scenedesmus obliquus;

- Scenedesmus quadricauda;
- Snowella lacustri;

- Sphaerocystis schroetert;

- Spirulina maxima;

- Synechocystis aquatilis;

- Tetraedron minimum;
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Figura 15 — Microalgas abundantes na lagoa de Maracanau — CE, Brasil
Fonte: Propria autora (2015).

Pelo método de contagem utilizando a camara de sedimentacdo Sedgwick-Rafter,
realizou-se a verificacdo das espécies que mais predominavam em cada ponto e em cada
coleta. Foi utilizada a metodologia de APHA (2005), e esta ilustrada algumas espécies mais
frequentes da lagoa de Maracanau na Figura 15. As espécies abundantes em cada coleta estéo
evidenciadas na Tabela 7 a seguir.

Tabela 7 - Espécies de microalgas predominantes em cada coleta

Outubro/2014 Mar¢o/2015 Junho/2015
Monoraphidium komarkovae; Chlorella sp; - 28% Cyclotella ocellata; - 5%
-5% Navicula notha;- 9% Monoraphidium komarkovae;
Chlorella sp; - 25% Nitzschia sp; - 16% - 7%
Navicula notha; - 3% Desmodesmus sp; - 13% Chlorella sp; - 26%
Pseudanabaena galeata; - 5% Raphidocelis contorta;- 8% Navicula notha; - 10%
Snowella lacustri; - 12% Pseudanabaena galeata; - Scenedesmus obliquus; - 14%
Pediastrum simplex;- 5% 12% Pseudanabaena galeata; -
Scenedesmus acutus; - 2% Outras espécies - 14% 12%
Scenedesmus obliquus;- 15% Snowella lacustri; - 18%
Nitzschia sp; - 18% Outras espécies - 8%

Outras espécies - 10%
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5.3 Escolha da Espécie Para Cultivo

De acordo com a anélise realizada através da Distribuigdo de Poisson, verificou-se
a existancia de diversas espécies abundantes na lagoa estudada (Maracanau-CE, Brasil). Apds
a identificacdo, foi realizado um estudo bibliografico sobre o potencial biotecnologico de cada
espécie, visando a producdo de biodiesel. Com isso, as espécies escolhidas para o cultivo e
obtencdo de biodiesel foram aquelas que apresentaram maior teor de lipideos, e de acordo

com Takagi, Karseno e Yoshida (2006), foram as seguintes:

Tabela 8 - Espécies escolhidas de acordo com a porcentagem de lipideos

Espécie % Lipideo
Chlorella sp; 10-48
Nitzschia sp; 16 — 47
Pediastrum simplex; 8-12
Scenedesmus obliquus; 12 -14

Fonte: Takagi, Karseno e Yoshida, (2006).

5.4 Isolamento das Espécies Escolhidas

As espécies, depois de identificadas e selecionadas, foram cultivadas em
microescala, logo ap6s serem isoladas. Para realizar o isolamento de cada uma dessas espécies
foram feitas diluicGes sucessivas em diferentes meios para verificar a qual deles esses
organismos se aclimatariam melhor.

Houveram muitas dificuldades na etapa de isolamento, dentre elas: fungos,
predatismos, como o0s zooplanctons, a falta de reagentes para o preparo do meio de cultivo e
outros. Tentou-se realizar o isolamento em meios de cultivo diferentes, sendo eles liquidos
(WC, Oligo, ASM) ou sélidos, em placas de petri, e 0 método de micropipetagem, utilizando
pipetas com a ponta maior e mais afinadas, nos microscopios invertidos.

Dentre 0os meios, 0 meio de cultura Oligo foi o que obteve melhor resultado.
Observou-se que uma quantidade maior de espécies crescia nesse meio. Porém, nos meios
liquidos, as espécies Scenedesmus obliquus e Pediastrum simplex ndo se aclimataram téo
bem, demoraram a se multiplicar, além do ciclo de vida ter sido alterado, prejudicando 0s

objetivos da pesquisa.
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Com relagdo a especie Chlorella sp, notou-se que esta cresceu bem em todos os
meios liquidos, porém o seu isolamento nédo foi concretizado, apesar das inumeras dilui¢bes
sucessivas. Sempre se observava ao microscopio outras espécies da mesma familia ou de
outras presentes.

Ja com relacdo a Nitzschia sp, tal espécie ndo se aclimatou bem a nenhum dos
meios liquidos. Contudo, quando colocada no préprio efluente da lagoa, meio natural, filtrado
e autoclavado, observou-se uma predominancia em relacdo as demais espécies. Foram
realizadas as diluicBes sucessivas no meio natural, porém, também nao foi obtido sucesso de
isolamento, pois outras espécies permaneciam em todas as dilui¢des.

No meio solido, todas as tentativas de isolamento de todas as amostras de

microalgas, exibiram fungos em menos de 24 horas, como demonstram a Figura 16.

Figura 16 - Isolamento em meios s6lidos
Fonte: Proprio autor (2015).
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Como as tentativas ndo foram satisfatorias, decidiu-se trabalhar com uma cepa de
uma microalga ja isolada, o qual foi doado pelo Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia — IFCE, campus Fortaleza, pelo Professor Dr. Raimundo Bemvindo Gomes,
responsavel pelo Laboratdrio Integrado de Aguas Mananciais e Residuarias (LIAMAR).

A espécie selecionada foi a Chlorella sp, devido ao teor de lipideos que ela
apresenta, pela boa aclimatacdo ao meio natural, e pelo ciclo de vida ser bastante rapido. Todo

o cultivo em microescala foi realizado com o meio natural, a fim de reduzir custos.

Figura 17 - Chlorella sp aumentada em lente objetiva de 40x
Fonte: Proprio autor (2015).

5.5 Experimento com diferentes proporgdes de nutrientes (fosfato)

A observacdo dos diferentes tratamentos foi realizada através de comparagoes
entre 0s resultados para a curva de crescimento, usando os valores obtidos através das
contagens na camara de Newbauer. O ensaio foi desenvolvido em laboratoério durante 11 dias,
sendo adicionada uma concentracdo diferenciada de fosfato, com a finalidade de avaliar em
qual dos tratamentos houve o maior crescimento da espécie escolhida, Chlorella sp. Os
resultados de tais tratamentos encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados para os diferentes tratamentos

Trat. Nitrato Fosfato k T (dias) DCM U Pv (Cél/
(Cél/ mL) mL/ dia)

1 10% 0% 1,661 7 73087500 0,500 33542380

2 10% 10% 0,975 8 57225000 0,293 12914945

3 10% 20% 1,389 9 64875000 0,418 26169421

4 10% 30% 1,216 9 66637500 0,366 23091796

5 10% 40% 0,871 9 52125000 0,262 11477988

6 0% 0% 1,201 7 59100000 0,362 16340288

Fonte: Propria autora (2015).

Onde: k = velocidade de crescimento
T = tempo de cultivo
DCM = densidade celular méxima
1 = velocidade especifica de crescimento
Pv = Produtividade VVolumétrica

Na Figura 18, representou-se a comparacdo entre a curva de crescimento de cada
tratamento analisado, na qual fica claramente visivel que o experimento com melhores

resultados € apresentado pelo tratamento 1.

Curva de Crescimento - Comparacao entre os tratamentos
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Figura 18 - Comparacdo entre os tratamentos
Fonte: Propria autora (2015).

De acordo com a curva de crescimento (Figura 18), observou-se que a partir do 1°
dia de cultivo, as espécies aclimataram-se bem e com isso ja apresentaram um pequeno
crescimento. A fase exponencial da maioria dos tratamentos comecgou logo no 2° dia e
variaram com relacdo ao término dessa fase, uns no 7° dia (tratamentos 1 e 6), outros no 8° dia
(tratamentos 2), e 9° dia (tratamentos 3, 4 e 5), conforme descrito na Tabela 9.

O melhor tratamento foi o de numero 1, sem fosfato e com 10% do meio de

nitrato, apresentando a melhor densidade celular maxima (DCM) no 7° dia, de 7,31.10" cél/
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mL, sugerindo entdo um ciclo de vida também mais rapido. O tratamento 6, que também foi
chamado de branco, pela auséncia de adicionais de nutrientes, obteve uma densidade celular
méxima (DCM) 1,40.10" menor do que o valor observado no experimento de tratamento 1.

A velocidade de crescimento (k) dos tratamentos também ficou melhor avaliada
pelo tratamento 1, com o resultado de 1,66 divisdes/ dia. Em seguida ficou o tratamento 3,
com 1,39, e o ultimo resultado foi o tratamento 5, com velocidade de 0,87. Resultados
semelhantes também foram encontrados em outros experimentos, como o de Conventi et al
(2009), que afirma que meios de cultivos com valores altos de nutrientes influenciam na
velocidade de crescimento das microalgas Chlorella sp e Chlorella vulgaris, pois uma vez
que 0 meio possui mais nutriente, maior sera a taxa de crescimento do cultivo.

Os resultados da velocidade especifica de crescimento (W) confirmam os
anteriores, com o melhor tratamento sendo o nimero 1 (0,50), seguido do numero 3 (0,42) e 0
pior tratamento o nimero 5 (0,26), quase 50% abaixo do primeiro resultado.

O tempo de cultivo até o fim da fase exponencial foi: 7 dias para os tratamentos 1
e 6; 8 dias para o tratamento 2; e 9 dias para os tratamentos de numero 3, 4, e 5. Para a
viabilidade de producdo em larga escala, uma Otima opcdo de tratamento seria aquela que
apresentasse maior quantidade de células em um ciclo de vida mais rapido, ocorrendo com 0s
que tiveram tempo de cultivo igual a 7 dias.

A determinacdo da produtividade volumétrica que representa o rendimento das
culturas foi estimada até o fim da fase exponencial do cultivo, e os melhores tratamentos
correspondem aos resultados anteriores, sendo o resultado 3,35.10 cél/ mL/ dia para o
experimento.

Os valores de pH nesse ensaio ficaram sem alteragcdes exageradas. Os valores
encontrados foram 7 a 7,33. Sobre a condutividade elétrica, os valores mais altos foram para
os tratamentos 1 e 2, com 0,457, e 0 menor resultado o experimento 5, com 0,4. Araujo
(2012), em seu trabalho, avaliando o desenvolvimento da microalga Botryococcus braunii nas
mesmas condic¢des de pH, obteve um k de 0,65 divisdes/dia, valor este inferior ao encontrado
neste trabalho.

O coeficiente de regressdo linear (r?) também foi analisado e com relagéo a ele, o
tratamento que melhor correspondeu a curva do grafico de um polindbmio de grau 3 foi o
tratamento 5, com r2 = 0,9960, que em outros testes sempre foi considerado o pior. Os
tratamentos 1 e 3, que antes eram os melhores, foram considerados como 3° e 4° resultados

com relacdo a esse parametro.
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Com relacdo as analises do teste Tukey, o tratamento 1 apresentou os melhores
resultados desde o 3° dia até o fim do experimento. No 1° e 2° dias, o melhor resultado ficou
com o experimento 6, que era o branco. Compreende-se esse resultado, pois fora o periodo em
que os outros tratamentos estavam na fase de inducdo ou lag, periodo este em que 0s
microrganismos passam para se adaptar ao meio e a quantidade de nutrientes.

Nos 3 ultimos dias do experimento, todos os cultivos obtiveram resultados iguais
para o teste de Tukey, apresentando resultados isolados diferentes no 5° dia do experimento,
Nesse dia o melhor tratamento foi 0 de nimero 1, seguido pelo tratamento 4, e em Gltimo pelo
tratamento 5.

Na Figura 19 representou-se a curva de crescimento de cada tratamento analisado.
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Figura 19 - Curvas de crescimento dos tratamentos
Fonte: Proprio Autor (2015).

Com isso, para todos os ensaios realizados posteriormente foi utilizado o

parametro do tratamento 1, pois demonstrou melhores resultados.

5.6 Curvade Crescimento e Cultivo em Microescala

O crescimento de microalgas, de acordo com Veja e Voltolina (2007), é definido
como um aumento da matéria viva. Um dos métodos empregados para a sua avaliacdo € a
curva de crescimento, podendo ser expressa pelo aumento da biomassa ou do numero de
células em um determinado volume pelo tempo.

O cultivo em microescala comegou com uma quantidade de 100 mL de meio
natural, sendo adicionada a esta uma aliquota (2mL) da cepa da espécie escolhida e o
nutriente nitrato (NO3 ), na proporcao sempre de 10% do valor total do meio natural.

As contagens para a determinacdo da curva de crescimento iniciaram-se ja nesse
volume de 100 ml e continuaram durante todo o cultivo em microescala. As observacgoes
foram realizadas todos os dias, durante dois meses, utilizando a camara de contagem
Newbauer.
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Figura 20 - Cultivo da espécie selecionada
Fonte: Proprio autor (2015).

Observou-se, entdo, que a espécie Chlorella sp chegava a fase estacionaria de
crescimento por volta do 7° dia, o que levava a fazer um aumento do volume do meio de

cultivo, evitando que as microalgas morressem.

T— 100 mL de meio de Cultuvo
/ s
(".\ Inoculo da microalga
‘; 7 dias

y

50 mL de meio de Cultivo
+
100 ml. concentrado de microalga

Figura 21 - Esquema ilustrativo do aumento de volume no cultivo
Fonte: Propria autora (2015).

Apos o volume inicial de 100 mL, o volume do cultivo aumentou para 250 mL,
em seguida para 500 mL, depois para 1 litro, 2 litros e por fim, 5 litros. Sempre acrescentando
a esse meio, o valor correpondente aos 10% de nitrato. A curva de crescimento obtida esta
indicada abaixo na Figura 22.
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Figura 22 - Curva de crescimento das microalgas
Fonte: Propria autora (2015).

5.7 Obtencdo da biomassa seca

63

Dos 15 litros de cultivo laboratorial, submetidos ao processo de centrifugacao,

foram coletados 0,516 litros de concentrado de microalgas, ou seja, 3,44% do volume total.

Ao final do congelamento foram obtidos 10,54 gramas de biomassa seca de microalga

Chlorella sp, com um rendimento de 0,2185 gramas por litro.
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Figura 23 - Biomassa seca da microalga Chlorella sp
Fonte: Propria autora (2015).

Johson e Wen (2009) em seu trabalho, realizaram uma comparacdo para avaliar o
melhor rendimento, utilizando a biomassa Umida e seca da espécie Chlorella sp, e os
resultados obtidos nos dois processos foram similares, no que diz respeito a sua obtencéo.
Porém, no que concerne a transesterificacdo direta da biomassa Umida, o teor de éster foi
significativamente menor do que o obtido utilizando a seca.

Trabalhos semelhantes sobre a utilizacdo de microalgas para a producdo de
biodiesel tiveram os seguintes resultados para o rendimento da biomassa: Cavalcanti et al.,
(2014) utilizando a microalga Chlorella vulgaris obtiveram um rendimento de 0,3397
gramas/Litro de biomassa seca. Vieira (2011) obteve um rendimento de 0,4307 gramas/ Litro
da espécie Chlorella sp, sendo cultivada em fotobiorreator. Pereira (2013), para um mix de
microalgas tendo como predominancia a espécie Scenedesmus sp, obteve um rendimento de
0,451 gramas/ Litro de biomassa seca.

Logo, o rendimento de biomassa seca apontado neste estudo encontra-se abaixo
do ja visto na literatura, podendo ser otimizado por meio de um estudo mais detalhado da
curva de crescimento da microalga, e também modificando a maneira de obtencdo da
biomassa seca. Tal processo também pode ser realizado através de eletrofloculacdo, uma vez

que na centrifugagdo exige um gasto de energia muito grande.
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5.8 Extracao do conteudo lipidico

Apo6s a secagem e determinagdo dos rendimentos em peso seco de biomassas,
realizou-se a extracdo de lipideos (6leos) para determinacdo dos teores destes componentes
nas biomassas, com vistas a avaliacdo do potencial de producéo de biodiesel.

A biomassa foi macerada, conforme a Figura 24, e retirados 5 gramas, que serdo
utilizados para a extracdo do contetdo lipidico, utilizando a metodologia desenvolvida por
Bligh e Dyer (1959) e adaptada por Soares (2010).

Figura 24 - Maceragdo da biomassa
Fonte: Propria autora (2015).

O processo de sonicagdo € necessario para otimizar a extracdo de lipideos das
células devido & espécie possuir celulose em sua parede. Dessa forma, ap6s a sonicacéo,
ocorreu 0 rompimento da parede e membrana celular, facilitando a saida dos componentes
celulares. Com essa ruptura, todo o contetdo interno da microalga ficou disponivel para
extracdo e, posteriormente para determinacdo da recuperagdo de biomassa e producdo de
lipideos. O método de sonicacdo possui alta eficiéncia e baixo requerimento energético,
tornando-o viavel. Esta técnica tem sido bastante utilizada para extrair diversas substancias de
baixo peso molecular e para compostos bioativos de vegetais (MACIAS-SANCHEZ et al.,
2009).

O teor médio dos lipideos obtidos atraves do método adotado neste trabalho foi de
185,23 mg, 0 que equivale a 17,6% do peso seco, 0 qual estd sendo representado por uma

amostra do conteudo na Figura 25.
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Figura 25 - Contetdo lipidico da microalga Chlorella sp
Fonte: Propria autora (2015).

Esse resultado apresenta-se abaixo do que foi encontrado em trabalhos

desenvolvidos por outros autores como demonstrados através da Tabela 10.

Tabela 10 - Rendimento do teor lipidico de varias espécies

Espécie Teor de lipideos (%) Referéncia
Haematococcus pluvialis 24,3 Wu et al., 2013
Chlorella vulgaris 27,6 Wu et al., 2013
Chlorella pyrenoidosa 17,4 Wu et al., 2013
Chlorella sorokiniana 32,0 Wu et al., 2013
Chlorella sp. 26,43 - 27,96 Ahmad et al., 2014
Scenedesmus obliquus 12 - 14 Dragone et al., 2011
Scenedesmus dimorphus 16 — 40 Dragone et al., 2011
Chlorella protothecoides 14.6-57.8 Maity et al., 2014
Dunaliella tertiolecta 16,7 Maity et al., 2014

Fonte: Pacheco (2015).

Segundo Prochazkova et al. (2014), a acumulacgdo de lipideos intracelulares em
geral ocorre como resultado de um estresse ambiental, dentre os quais destaca-se as limitagdes
na disponibilidade de nutrientes, especialmente o nitrogénio, em que o metabolismo

microalgal é direcionado da producgéo de carboidratos para a sintese e acumulacdo de lipideos.

5.9 Producdo do biodiesel da microalga Chlorella sp

ApoOs a extracdo do conteddo lipidico, passou a ser realizada, através da
transesterificacdo, a producdo de biodiesel utilizando a microalga da espécie Chlorella sp.
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Com relacéo ao rendimento do produto final, foram obtidos 75,24 mg do produto
por grama de biomassa, ou seja, 7,52%. Esse nimero representa um valor abaixo do que foi
encontrado em literaturas com trabalhos semelhantes.

Cavalcanti et al., (2013) realizaram um estudo semelhante na producdo de
biodiesel, utilizando uma cultura de microalgas mistas, apresentando rendimentos de 11,79%.
Silva-Baumgértner (2011) obteve como rendimento, para a microalga Scenedesmus sp., 60,74
mg de éster/g de biomassa, ou seja, 6,07%, em trabalho mais recente. Esses mesmos autores
verificaram que a sintese de ésteres da biomassa da microalga da espécie Spirulina platensis
mostrou melhor resultado utilizando etanol e hexano, obtendo valores de rendimento acima de
70mg/g.

De acordo com Ahmad et al., (2014) as diferencas nas reacdes de
transesterificacdo/esterificacdo in situ entre espécies ocorrem, possivelmente, devido as

diferencas na estrutura celular entre as espécies de microalgas.

A Figura 26 representa a producédo de biodiesel a partir da transesterificagéo.




Figura 26 - Produgdo de biodiesel
Fonte: Propria autora (2015).
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento de cultivo das microalgas apresenta-se bastante promissor por
apresentar altas taxas de crescimento, o que implica em um aumento consideravel na
produtividade de acidos graxos.

Verificou-se que a fauna de microrganismos fitoplancténicos na lagoa de
Maracanau-Ce, Brasil, é bastante diversificada, contendo varias espécies consideradas com
ocorréncia, variando de frequente e muito frequente. Observou-se também que ndo ha
sazonalidade entre o periodo chuvoso e ndo chuvoso, e que muitas das espécies encontradas
tem potencial biotecnolégico.

Ao realizar o isolamento das espécies, observou-se que ndo foi possivel devido a
presenca de fungos, no meio de cultivo sélido, e dos zooplanctons, no meio natural liquido, o
qual sdo predadores naturais do fitoplancton.

Com relagdo aos meios de cultivos liquidos utilizados (WC, Oligo e ASM),
percebeu-se que houve eficiéncia principalmente no meio Oligo, mas que para algumas
espécies, como Scenedesmus obliquus e Pediastrum simplex, foi alterado o seu ciclo de vida,
fazendo com que dobrasse o tempo para que as espécies chegarem a fase exponencial,
prejudicando os objetivos do trabalho.

Ja para as espécies Nitzschia sp e Chlorella sp, apesar de ter sido feito inGmeras
diluicbes do meio de cultivo, o isolamento ndo foi efetivado devido a presenca de outras
espécies da mesma familia dessas microalgas.

Com isso, optou-se pela opcdo de utilizar uma cepa de microalga ja isolada,
Escolheu-se a espécie Chlorella sp, pois a mesma estava presente em todas as coletas
realizadas na lagoa de Maracanau-Ce, e pelo potencial para biocombustivel que tal espécie
possui.

Concluiu-se que é possivel realizar o cultivo em escala laboratorial a partir da
especie Chlorella sp, o qual obteve um bom crescimento, mediante as condic¢des fornecidas.

Entretanto, os valores obtidos para a etapa de colheita da biomassa seca, a
obtencdo do 6leo de microalga, e o rendimento encontrado para a produgdo de biodiesel,
foram inferiores quando comparados a outros trabalhos, por litro de biodiesel proveniente de
microalgas.

Verificou-se ainda, que a tecnologia ndo se apresenta economicamente viavel

frente a outros tipos de biocombustiveis. O principal fator que encarece o biodiesel de
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microalgas é o elevado consumo de energia, principalmente pela colheita, através da
centrifugagéo.

Sendo assim, entende-se que seja necessario realizar um estudo para otimizar esse
processo, objetivando melhorar os rendimentos para cada etapa, sendo uma alternativa trocar

a centrifugacao por eletrofloculacéo.
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ANEXOS

1. Tabela de reagentes utizada para o preparo do meio de cultura W. C.
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Reagentes Solugdo-estoque (g 100mL™) Meio de cultura
CaCl:.2H,0 36.8 1mL
MgS0,.7H,0 37.0 1mL
Na,HCO; 12,6 1mL
K;HPO,.3H,0 11.4 1mL
NalNO; 85.0 1mL
Na,510;. 53H,0 212 1mL
(2 1000mL™" de dgua destilada) 1mL
Solugéo de Ferro Na,EDTA =436
FeCl; H,O =315
1 . .
Solugcdo micronutrientes MnClL 4H.0 =018 (Ci;(goilf[_‘odi ‘:]gg? destilada) lmL
Na;MoO, 2H,0 =0.006 G
H.BO, = 1.0 ZnS0, TH,O =0,022
CoClL. H,O0 =001
(g 1000mL" de 4gua destilada) 1mL
Solucdo vitaminas Tiamina HCI =0.1
Biotina = 10,0005
Agua destilada 1000mL
2. Tabela de reagentes utizada para o preparo do meio de cultura ASM.
Solucdes Estoque Nutrientes Quantidade (g)
Sol A NaNOs 8.5000
MgS0: + TH2O 2 4500
MgCl, + 6H,O 20500
CaClx + 2H:0 1.4500
Sol B EH,POy 8.7000
Na,HPO, + 12H,O 17,8000
Sol. C H;BO; 28 4000
MnCl: + 4H:0 13,9000
FeCl, + 6H-O 10,8000
ZnCly 3.3500
CoCly; = 6H,O 0,1900
CuCl; + 2H,O 00,0140
Sol. D EDTA titriplex 18,6000

Para cada solucdo (A B. C e D) os compostos sdo diluidos em 1.000 mL de agua

deionizada e armazenados no freezer em frascos plasticos.

3. Tabela de reagentes utizada para o preparo do meio de cultura L. C. Oligo.

Solucéo Reagente QuaRAt;jade Preparo
1 Ca(NO3),.4H,0 4000 Dissolver e diluir a 100 mL com &gua
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processada
Dissolver e diluir a 100 mL com &gua
KNOs 10000 processada
Dissolver e diluir a 100 mL com &gua
MgS0O,.7H,0 3000 orocessada
Dissolver e diluir a 100 mL com &gua
KzHPO, 4000 processada
CuS04.5H,0 30
(NH4)5M07024.4H20 60
ZnS0,4.7H,0 60 : . .
Dissolver e diluir a 1 000 mL com &gua
CoCl,.6H,0 60 processada
Mn(NO3),.4H,0 60
CeHsO,.H,0 60
H3BO3 60
CesHsFeO7.5H,0 1625 : o .
6F:C|eg 67H202 5oE Dissolver e diluir a 1 000 mL com &gua
FeSO4.7H,0 go5 |Processada
NaHCO 15 000 Dissolver e diluir a 1 000 mL com é&gua
3

processada




