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RESUMO

Devido a exploracdo de petréleo para a producao de hidrocarbonetos, e seu grande
impacto negativo ao ambiente, sempre se estara a procura de alternativas cientificas e bio-
sustentaveis que podem contribuir mediante o desenvolvimento de propostas ecoldgicas e
renovaveis paraaobtencdo de energiade umaformamenos prejudicial para o meio ambiente.
Por isso, 0 objetivo geral deste trabalho foi avaliar o rendimento de 6leo obtido da microalga
Tetradesmus obliquus proveniente de a colegdo de culturas de microalgas de 4gua doce do
laboratdrio de Ficologia Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos
em meios de cultura com duas concentracGes diferentes de nitrogénio, fésforo e potassio
(NPK), 10 -5-10 % e 20-10-20% e determinar a quantidade de 6leo obtido para cada meio. O
experimento com a microalga durou 10 dias em condi¢des controladas e foi feito um controle
de crescimento diario para cada meio. A microalga Tetradesmus obliquus obteve um
comportamento tedrico normal, o maior pico de crescimento da densidade celular em relagéo
ao meio de cultura de NPK 10-5-10 e 20-10-20 foram de 17,794x 105 e 35,178x 105 células
mL-1 respectivamente, essa contagem celular foi feita usando uma camara de Neubauer. O
rendimento da biomassa obtida foi maior parao meio de cultura de NPK 20-10-20 com 0,26
g.L-1. Em relacdo ao rendimento do 6leo microalgal o valor obtido foi de 5,27+0.10% para o
meio de cultivo de NPK 20-10-20 de acordo com a metodologia de Bligh e Dyer e assistida
pormicro-ondas, a presenca de cidos graxos foi evidenciada mediante cromatografia gasosa,
obtendo um perfil 6timo dos mesmos paraa producdo de biodiesel.

Palavras-chave: biomassa; energia; renovavel; sustentabilidade; producio; biocombustivel.



ABSTRACT

Due to the exploration of oil for the production of hydrocarbons, and its great negative
impact on the environment, there will always be a search for scientific and bio-sustainable
alternatives that can contribute by developing ecological and renewable proposals to obtain
energy in a way less harmful to the environment. Therefore, the general objective of this work
was to evaluate the oil yield obtained from the microalgae Tetradesmus obliquus from the
collection of freshwater microalgae cultures of the Phycology Laboratory, Department of
Botany, Federal University of Sdo Carlos, in culture media with two concentrations different
nitrogen, phosphoru s and potassium (NPK), 10 -5-10% and 20-10-20% and determine the
amount of oil obtained for each medium. The experiment with the microalgae lasted 10 days
under controlled conditions and a daily growth control was carried out for each medium. The
microalgae Tetradesmus obliquus had a theoretical normal behavior, the highest peak of cell
density growth in relation to the NPK culture medium 10-5-10 and 20-10-20 were 17.794x 105
and 35.178x 105 cells mL-1 respectively, this cell count was performed using a Neubauer
chamber. The biomass yield obtained was higher for the NPK 20-10-20 culture medium with
0.26 g.L-1. Regarding the microalgal oil yield, the value obtained was 5.27+0.10% for the NPK
20-10-20 culture medium according to the methodology of Bligh and Dyer and assisted by
microwaves, the presence of acids fatty acids was evidenced by gas chromatography, obtaining

an optimal profile for the production of biodiesel.

Keywords: biomass; energy; renewable; sustainability; yield; biofuel.
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1 INTRODUCAO

O aumento dos precos dos combustiveis fosseis, 0s estritos controles governamentais
sobre as emissdes de escape e esgotamento futuro ja planejado das reservas de petréleo ttm
impulsionado o uso racional de energia, bem como a diversificacdo das fontese suprimentos
destes (MONSALVE et al., 2006; CHANDEL et al., 2007), o que levou a uma busca
incessante de formas de uso de energia tecnicamente viavel e economicamenteatraente, como
acontece com os biocombustiveis (POSSO, 2002; PELAEZ et al., 2011; VAZIRZADEH;
ROBATI, 2013; HASHEM; DARWISH, 2010). A sociedade é uma grande consumidora de
energia e 0 principal combustivel é o petrdleo. A crise energetica de 1973 causou uma
estabilizacdo e até uma ligeira diminui¢do na demanda em face dos constantes aumentos no
preco do petroleo bruto. Uma estratégia global de energia foi reconsiderada em diferentes
paises, baseia-se na promocao da eficiéncia e economiade energia, bem como na busca de
novas fontes de energia que nos permitam reduzir a dependéncia atual de fontes fosseis. Os
biocombustiveis, durante alguns anos, sdo considerados uma resposta possivel, mas a sua
producdo através de fabricas de petréleo ndo pode cobrir apenas as nossas necessidades

energeéticas. A principal critica diz respeito a area cultivada necessaria (KHAN et al., 2012).

O cultivo de microalgas tem muitas vantagens em relacao as culturas terrestres, por
um lado, tem uma taxa de crescimento muito maior, e uma producao maior de petréleo do
queas culturasde terramaiores, e ndo requer grandes areas para producdo. Alem de enfrentar
diretamente o risco de gerar problemas de seguranca alimentar devido ao uso de culturas
terrestres que sdo de uso alimentar, espera-se que as microalgas (biomassa) sejam uma das
melhores fontes paraa producdode combustiveisalternativosde terceirageracdo (HASHEM,;
DARWISH, 2010; EIA, 2004; CERON et al., 2011; KHAN et al., 2012). As energias
renovaveis podem ser definidas como um tipo de energia que tem uma fonte inesgotavel em
relacdo ao tempo de vida do ser humano no planeta terra e cuja utilizacao é tecnicamente
viavel. Umaalternativaé o uso de biocombustiveis, definidos como biocombustiveis liquidos
ou gasosos potencialmente renovéaveis, que podem ser usados para a geracado de eletricidade,
calore energia. Biocombustiveis comobioetanol, butanol, biodiesel, hidrogénio e metano sdo
sintetizados a partir de fontes biologicas. (AYA et al., 2005; EIA, 2004,
STEPHANOPOQULOS et al., 2008).



Os biocombustiveis de primeira geracdo, como o biodiesel feito de 6leo, representam
10,2% da oferta mundial de energia. Esses biocombustiveis sdo uma alternativa que impacta
significativamente menos a geracao liquida de CO2 para na atmosfera (RODRIGUEZ et al.,
2009). Os biocombustiveis de primeira geragdo, embora, tém sérias desvantagens, por um
lado, a geracdo de matérias-primas tradicionais exige grandes extensdes de terras araveis
(RAZO et al, 2007; BALAT, 2011). Também a producdo destes biocombustiveis tem
potenciais impactos negativos sobre 0 ambiente, que incluem o desmatamento e a perda da
biodiversidade, a transformacédo dos ecossistemas naturais e perda de servi¢os ecossistémicos
associados a estes ecossistemas, o estabelecimento de monoculturas, o aumento das emissoes
de gases de efeito estufa paraum possivel desmatamento dos ecossistemasflorestais, consumo
de dgua e aumento dapoluicdo e uma maior degradacéo e erosdo do solo (CONPESde 2008;
WILCOVE; KOH, 2010). Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo obtidos utilizando
materiais lignoceluldsicos, que tém uma maior capacidade de producéo; no entanto, eles ainda
precisam de areas férteis para o cultivo. Embora, os biocombustiveis de terceira geracao, tais
como os obtidos a partir de microalgas ndo tem nenhuma das desvantagens acima
mencionadas (SANDER; MURTHY, 2010; NIGAM; SINGH, 2011; CHISTI, 2007). O
biodiesel de microalgas de terceira geracdo € o Unico biocombustivel renovéavel que tem o
potencial de substituir o petroleo derivado em grande parte por combustiveis de transporte
sem afetar negativamente o fornecimento de alimentos e outros produtos cultivados (GOSCH
et al., 2012; HUGHES et al., 2012; LANGLOIS et al., 2012; KRAAN, 2013; WEI et al.,
2013). As microalgas como fonte de biocombustiveis tém vantagens significativas sobre
outras matérias primas: pois tém um crescimento mais elevado do que as plantas agricolas
utilizadas até entdo, alémda sua utilizacdo ndo compromete a producdo de alimentos basicos
ou de outros produtos derivados de culturas e cultivo a grande escala € viavel, rentavel e ndo
ocupa terras, além de se adaptar em aguas doces e salgadas (CHISTI, 2007; GOUVEIA,
OLIVEIRA, 2009).



As microalgas tém varias vantagens sobre 0s organismos de plantas terrestres para a
producdo de lipidios. Por um lado, verificou-se que, para produzir a mesma quantidade de
6leo obtida a partir de oleaginosas, tais como a palma Africana, a quantidade necessaria de
territorio € muito mais inferior (CHISTI, 2007). Por outro lado, as microalgas ndo exigem
terras férteis ou em areas de cultivos tradicionais, porque podem ser cultivadas em areas
desérticas ou baixa fertilidade, reduzindo assim o impacto sobre as culturas agricolas para
alimentacdo. Algumas microalgas podem até mesmo ser cultivadas em agua do mar, por isso
ndo iria competir por gua potavel ou com outras culturas (BALAT, 2011; CHISTI, 2007).
Além disso, eles sdo capazes de absorver mais CO, do que as arvores e requer menos agua
do que estes ultimos (BERBEROGLU et al., 2009).

A producdo de biocombustiveis no mundo tem aumentou exponencialmente e se
mostra como a principal oportunidade de substituicdo que os paises desenvolvidos e
emergentes tém para atender a demanda de energia e garantir o consumo interno, além de
mitigar os efeitos produzidos pelos gases de efeito estufa. De acordo com informacdes da
AIE (Agéncia internacional de energia), estima-se que a demanda porbiocombustiveis para
transporte aumentard 55% até o ano 2030 em relacdo ao consumo em 2004. E em relagéo
as previsdes 2012-2021 da Food and Organizagdo das NagGes Unidas para a Agricultura
(FAO) e Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE), a
producdo mundial de bioetanol e biodiesel devera dobrar, esse aumento da producéo se
concentrara principalmente em paises como os Estados Unidos Estados Unidos, Brasil e
Unido Europeia (UE) (GOMEZ, 2010). De fato, esses paises, Estados Unidos (33,2%),
Brasil (21,8%), UE (20,6%), Argentina (4,1%), Colombia (0,8%) (REN21, 2009) -
representam a producdo mundial de liquidos biocombustiveis, aproveitando essas fontes de
energia de origem bioldgica em suas regibes para marcar 0 crescimento e 0
desenvolvimento rural, com a oportunidade de proporcionar uma nova fonte ecoldgica de
bioenergia e, dessa forma, cumprir os compromissos de reducdo de GEE adquiridos no
ambito do  Protocolo de Quioto (BANCO INTERAMERICANO DE
DESENVOLVIMENTO, 2008).



Na América Latina, a producgéo de biocombustiveis é liderada por Brasil, Argentina
e Coldmbia, de acordo com dados do Gltimo estudo sobre biocombustiveis publicado pela
Comissdo Econ6mica para a Ameérica Latina e o Caribe (CEPAL), e tornou-se a melhor
opcdo de fonte de energia para competir com o petroleo, dados os avancgos tecnolégicos -
combustiveis flexiveis - que esses paises possuem, para abastecimento e consumo,

principalmente em setores como transporte (COELHO, 2005).

Para Coldémbia é importante produzir biocombustiveis, pelas seguintes razdes: A
reducéo de emissdes paraaatmosfera, comamisturade apenas 10% de etanol com agasolina
ira diminuir em 27% as emisses de mondxido de carbono em carros novos, 45% em carros
colombianos tipicos7-8 anos de uso e 20%de 6leo, com consequéncias positivas para a salde

humana e ambiental. As mudangas atmosféricas sao evidentes (KAFAROV etal., 2006).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

« Avaliar a producdo de biomassa para a geracdo de biocombustiveis, utilizando a

microalga Tetradesmus obliquus.

2.2 Objetivos Especificos

Instalar e manipular um fotobiorreator parao cultivo damicroalga Tetradesmus
obliquus.

Identificar o tipo de meio de cultivo 6timo para a microalga Tetradesmus obliquus.

Avaliar o rendimento de bio-0leo obtido para a microalga Tetradesmus obliquus.



3 REVISAO DE LITERATURA

As microalgas sdo organismos autotroficos que realizam fotossintese aerdbica e, com
excecdo de plantas terrestres (Embriophyta), sendo a grande maioria aquaticas. Trata-se de
um grupo polifilético ou artificial (ndo um grupo de parentesco), e, portanto, ndo tem
classificagdo na cientifica moderna, embora ainda Gtil para descrever os ecossistemas
aquaticos. O estudo cientifico de algas é chamado Ficologia, ou também chamado de
Algologia, mas também um termo ilegitimamente construido com umaraiz latina (algas) e
de outros gregos (logos); ele também leva a confusdo com a ciéncia homdnima da dor, que é
uma especialidade médica. Muitas "algas" sdo unicelulares microscopicas, outras sdo
coloniais e algumas tem desenvolvido anatomias completas, incluindo tecidos diferenciados,

com ocorre nas algas pardas. (FIDALGO etal., 1998).

As microalgas sdo organismos com estrutura procaridtica ou eucariotica,
fotoautdtrofos, capazes de transformar a energia solar em energia quimica mediante o
processo de fotossinteses, durante o processo sdo capazes de assimilar carbono em formade

CO,, produzindo carboidrato e oxigénio. (NARVAEZ et al., 2004).

A funcéo ecoldgica mais conhecida das algas é a producdo primaria, que sdo 0s
principais produtores de matéria organica partindo da inorganica na agua, desta maneira a
matéria organica ingressanas cadeias tréficas. Asalgas consomem por adsorgéo de nutrientes
dissolvidos de origem vegetal por outros organismos, ou por decomposicao destes. existem
algas em todos os ambientes aquaticos onde existe luz, algumas vezes plancton, outras vezes

bentos, porém algumas poucas espécies se encontram em ambientes terrestres Umidos.

Sao notaveis as algas que formam associacdes como simbidtica com organismos
heterotréficos. Este é caso dos liquenes em associa¢cdo com fungos. Também os simbiontes
unicelulares encontrados em muitos animais marinhos. Existem formas unicelulares
hipertermofilas, crescendo em fontes termais, entre as algas vermelhas que sdo de grande
interesse biolégico, porque esta condicdo é Unica entre 0s organismos eucaridticos
(NARVAEZ et al., 2004).



Algumasalgas eucarioticas unicelulares protagonizam as vezes maistdxicas. As algas
podem ser utilizadas para produzir biocombustiveis (bioetanol, biobutanol e biodiesel), além
de alimentos como em alguns paises do mundo. As microalgas sao protistas fotossintéticos
muito eficientes conversores da energia solar devido a sua simples estrutura celular. Além
disso, estas sempreestaosuspendidasna agua, tendo ummelhor e maior acesso ao CO2 e outros
nutrientes. Estas se encontram amplamente distribuidas na Biosfera adaptadas a uma grande
diversidade de condi¢cdes (NARVAEZ etal., 2004).

Na revisdo bibliografica das espécies de Scenedesmus obliquus, foirelatado por Guiry
e Guiry em 2018 que a nomenclaturada mesma mudou para Tetradesmus obliquus (Turpin)
M.J Wynne. Em 2011, Tsarenko e John discutiram as relagfes taxondmicas entre 0s géneros
Acutodesmus, Desmodesmus e Scenedesmus. Ambos Desmodesmo e Acutodesmo foram
inicialmente um subgénero de Scenedesmus; mais tarde, ambos foram elevadosao nivel de
género. Ao analisar as sequéncias de DNA ribossémico ITS-2, An e outros, em 1999, elevou
Desnodesmus ao nivel de género. Da mesma forma, o grupo Acutodesmus foi validado em
1978 como um subgénero por Hegewald; e em 2001 no nivel de género por Tsarenko. Um
total de 19 espécies e taxons infraespecificos, reconhecidos como Acutodesmus, foram
classificados, incluindo Scenedesmus obliquus. Algabase reconheceu Tetradesmus obliquus
(Turpin) M.J. Wynne como nome taxonémico atualmente aceito e Scenedesmus obliquus
como sinénimo para a espécie. Autores como Di Caprio et al. (2018), Ismagulova et al.
(2018), Scherbakovetal. (2018), Castillo et al. (2017), Carreres et al. (2017), Buono etal.
(2016), entre outros, ja reconhecem e relatam Scenedesmus obliquus como Tetradesmus

obliquus.



3.1 A fotossinteses das microalgas

Primeiramente é preciso entender o processo fotossintético porque tem grande relacdo
no processo de obtencdo da biomassa de interesse. A fotossintese € 0 processo mais
importante no metabolismo das microalgas. Estas utilizam a energia solar para metabolizar 0
dioxido de carbono (CO) a carboidrato (CH20), libertando oxigénio molecular (O2). As
moléculas de CH20 que constituem os blocos responsaveis pela formacao de moléculas de
glicose nas microalgas. A equagdo proxima descreve o processo universal de fotossintese
(MARTIN, 2010).

Equacao 1. Fotossintese
CO2+ H20 + Foton — CH20 + O2

Neste processo da fotossintese 0 CO2 se metaboliza em compostos organicos, tais
COmo agucares usando a energia solar. A seguinte equacdo mostra que este processo de

maneira geral.

Equacédo 2. Metabolizacdo de compostos organicos

6CO2+ 6H20 — CeH1206 + 6%

A luz é primeiramente absorvida pela antena de pigmentos do fotossistema (PS) I e 1.
A energia absorvida é transferida para o centro reacao de clorofila: P680no PS 11 e P700 PS
I. A absorcdo de um fotonde luz porPS Il remove umeléctron do P680. Com a carga positiva
resultante, 0 P680 € suficientemente eletronegativo pararemover um elétronde umamolécula
de agua. Quando estes passos ocorrem quatro vezes, eles requerem duas moléculas de agua,
uma molécula de oxigénio e quatro prétons (H +) os quais sdo libertados. Os elétrons sdo
transferidos através do complexo plastoquinonaao complexo citocromo b6 / f (Pg e Citb /f)
onde se fornece a energia para a quimiossinteses. A ativacao do P700 no fotossistema | pode
coletar elétrons do citocromo b6/f (PC) elevando-o a um alto potencial redox que, depois de
passar pela ferredoxina, é capaz de reduzir o NADP +a NADPH produzindo energia (Figura
1) (MARTIN, 2010)



Figura 1 - Esquema da fotossintese

fotén fotén NaoeH
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Transporte de electrones

Fonte: Martin, 2010.

3.2 Luz

A intensidade da luz é um dos fatores mais importantes para o crescimento
fotossintético das microalgas. Os sistemas de cultura de microalgas podem ser iluminados
pela luz artificial, a luz solar ou ambos. Entre os sistemas de producéo de microalgas com
iluminagdo natural com grandes areas de iluminagdo se encontram nos tanques abertos,
chamados de flat plates, os airlift tubulares ou de tipo serpentem e os de tipo inclinado entre
outros (CHISTI, 2007). Os sistemas de biorreatores empregados no nivel de laboratério sdo
iluminados internamente ou externamente por luz artificial com lampadas fluorescentes e

diodos emissores de luz (ligth emitting diodes, LED), entre outros (Figura 2).
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Figura 2. Fotobiorreactores utilizados no cultivo de microalgas: (a) lagoa aberto, (b) placa delgada, (c) tubular
inclinado e (d) continuo horizontal

Fonte: Bitogetal.,2009.

Para que a luz artificial seja util no processo fotossintético das microalgas, os f 6tons
gerados devem encontrar-se numa longitude de onda entre 600 e 700 nm. Ao comparar
diferentes fontes de luz artificiais, incluindo a luz fria fluorescente, lampadas incandescentes,
alogenas, AlInGaP Il (fosfato de indio, galio e aluminio, com uma longitude de onda de 643
nm) e diodos emissores de luz (diodos emissores de Ligth, diodo emissor de luz)
(KOMMAREDDY; ANDERSON, 2003).

A taxa especifica de crescimento de microalgas depende da intensidade da luz. O
crescimento de microalgas aumenta com o aumento da intensidade luminosa. Quando a taxa
de crescimento atinge 0 ponto maximo, estadiminuicom o incremento da intensidade da luz,
devido a foto inibicdo (BOHNE; LINDEN, 2002). Este padréo de crescimento em relacéo
com a intensidade da luz se da na maioria das espécies de microalgas. (FABREGAS et al.,
1998). Se tem reportado que aproducdo e acumulacdo de metabdlitos de interesse comercial
se vé afetada pela radiacdo de luz branca em algas, fungos e bactérias (MARTIN, 2010). No

entanto, a intensidade e regime da iluminagdo variam com o tipo de microalgas
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3.3 Nutrientes para a microalga

O CO: ¢ a fonte de carbono mais amplamente utilizada para as microalgas. Quando
consumido o carbono, o oxigénio é produzido por fotdlise da 4gua, e este é diluido no meio
da cultura (MOLINA et al., 1999). Embora as microalgas possam viver sobre altas
concentracgdes de didxido de carbono, os gases de efeito estufa, o didxido de nitrogénio e
contaminantes naatmosfera(a partir de diversas fontes) podem ser nutrientes suficientes para
as microalgas (VAN BEILEN, 2010). Na Tabela 1 mostra-se a tolerancia de CO2 para
diferentes espécies de microalgas, onde se observa que algumas espécies como Tetraselmis
sp., Chlamydomonassp.,e Nannochloris sp. Precisam umaquantidademenosao 15% de CO;
para seu crescimento, enquanto que as espécies tais como Scenedesmus sp. Caldario

Cyanidium toleram concentracdes desde 80 até 100%, respectivamente (ONO; CUELLO,
2003).

Tabela 1 - Concentragéo toleravel de CO2 para varias espécies de microalgas

Espécies Tolerancia maxima da

concentracdo de CO2
Cyanidium caldarium 100%
Tetranedesmus Obliquus 80%
Chlorococcum littorale 60%
Synechococcus 60%

elongatus

Euglena gracilis 45%
Chlorella sp. 40%
Eudorina sp. 20%
Dunaliella tertiolecta 15%
Nannochloris sp. 15%
Chlamydomonas sp. 15%
Tetraselmis sp 14%

Fonte: Ono; Cuello, 2003.
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O CO.éafonte de carbonoparaosorganismosautotréficos, taiscomo algas e plantas;
contudo, estima-se queanualmente as plantas vascularesso fixam apenas 0 10% do que fixam
as microalgas (BERBEROGLU etal., 2009). Aproximadamente 0 50% da biomassa de algas
em peso seco € o carbono (C); por conseguinte, paraproduzir 100 kg de biomassa seca, esta
fixa cercade 183 kgde CO2. O CO2deve ser constantemente alimentado durante as horas de
luz e pode ser obtido diretamente das indudstrias que queimam combustiveis fésseis. No
entanto, um excesso de CO2 em meio da cultura das microalgas afeta negativamente o
desempenho das mesmas, causando, assim, uma diminuicdo drastica do pH do meio da
cultura quando ela ndo tem misturas tamp6es (CHISTI, 2007; CONVERTI etal., 2009; HO
etal.,2011.).

Estima-se que o teor de CO2no ar é de cerca de 392 ppm (NOAA, 2012); ao usar ar
enriquecido de COzem valores perto de 0 2% a quantidade de lipidos que podem produzir as
microalgas como Tetradesmus, Chlorella ou Nannochloropsis pode seraumentada até 12, 8
ou 5 vezes, respectivamente, (CHEN et al., 2011). O bicarbonato de sédio e sais similares
podem também ser empregados como fontes de carbono; embora, esses sais séo tipicamente
mais custosos do que o CO2 gasoso (SUH; LEE, 2003). As microalgas necessitam de
nutrientes em dissolucéo. Os nitratos e fosfatos sdo dois nutrientes importantes, tais como o
sddio e os silicatos. Existem varios meios de cultura formulados disponiveis, mas o0s
requerimentos sdo distintos para cada variedade de microalga. Por outro lado, leva-se em
conta o objetivo do experimento para definir a composicdo do meio de cultura. Por exemplo,
se a finalidade é uma alta produtividade de biomassa (g L), altas concentracfes de nitratos

e fosfatos sdo essenciais para o crescimento (GARCIA etal., 2006).
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3.4 Parametro de Temperatura

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes que afetam o
crescimento e desenvolvimento dos organismos vivos. O crescimento de microalgas depende
também da temperatura, por isso, € necessario conhecer um intervalo para uma taxa de
crescimento maximo. Os sistemas fotossintéticos sempre geram calor por causa da
ineficiéncia da fotossintese para converter a energia da luz em energia quimica (BHOLASE,
2004). A conversdo tedricade luz vermelha em energia quimica é de 31% e osrestantes 69%
é perdida na forma de calor. Portanto, a quantidade de resfriamento num sistema de cultura,
dependera da intensidade da luz e da concentracdo das células, no entanto, o arrefecimento

do fotobiorreator é apenas utilizado em sistemas fechados (ANDERSEN, 2005).

A temperatura também é importante para a dissociacdo das moléculas de carbono,
tornando-o disponivel para a fotossintese (KOMMAREDDY; ANDERSON, 2003). A
temperatura influencia na respiracéo e na fotorrespiragdo de modo mais acentuado do que na
fotossintese. Embora, se 0 CO20u luz é um fator limitante para a fotossintese, a influéncia da
temperatura resulta insignificante (PULZ, 2001). A temperatura 6tima para o crescimento de
microalgas é geralmente entre 20 e 24 °C, no entanto, estes podemvariar, dependendo do meio
de cultura, as espécies e a estirpe utilizada. Normalmente, as culturas de microalgas toleram
temperaturas entre 16 e 27 °C, em que as temperaturas inferioresa 16 °C diminuem o
crescimento, enquanto que uma maior temperatura aos 35 °C torna-se letal para um grande
numero de espécies (MEHLITZ, 2009).
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3.5 Parametro pH

Microalgas tém diferentes requerimentos do pH para seu crescimento, os niveis de pH
alcalino, a disponibilidade de CO: pode ser um fator limitante para o crescimento e
fotossintese das microalgas. A faixa de pH para a maioria das microalgas € entre 7 € 9 com
um intervalo 6ptimo de 8,2-8,7. Um pH étimo na cultura € geralmente é mantido gracas a
aeracdo com ar enriquecido com COz. No caso de culturas de alta densidade celular, a adigéo
de dioxido de carbono corrige um aumento no pH, que pode atingir um valor limite de 9 para
o crescimento de microalgas. Alguns autores concordam que o crescimento de microalgas €
otimonum pHneutrode 7,5 (LINDEN; HARTMUT, 2001; DEL RIO etal.,2007; MARTIN,
2010). De um modo geral, as solugdes tampéo sdo adicionadas aos meios da cultura, com a
finalidade de ajustar e manter o pH do meio (ANDERSEN, 2005). O pH aumenta a medida
que a idade da cultura € maior, isto é, devido a acumulacdo de minerais e a oxidagéo de
nutrientes. Portanto, recomenda- se que o pH inicial do meio de cultura se encaixe num 6.5
antes de ser inoculado (MARTIN, 2010).

3.6 Turbuléncia e mistura

Para qualquer tipo de reator utilizado no cultivo de microalgas, uma mistura eficaz
deve ser fornecida com o fim de produzir uma dispersao uniforme das microalgas no meio

do cultivo, eliminando assim os gradientes de concentragdo de luz, os nutrientes (incluindo

CO2) e atemperatura.

CONTRERAS et al., (2003) destacam o principal problemano crescimento de algas
é pordanos celulares causados pelo estresse hidrodindmico devido ao alto fluxo de agua que
causa um corte no nivel micro celular. Sabe-se que o0 excesso daagitacdo mecénica provoca
turbuléncia, o que pode causar danos permanentes a estrutura celular que afeta o crescimento
e a producdo do metabolito. Em contraste, a agitacdo insuficiente provoca sedimentacéo e
morte celular. Aumentar a taxa de crescimento de algumas espécies de microalgas quando a
turbuléncia é incrementada, é devido a melhoria de luz e CO2. No entanto, a niveis mais
elevados de turbuléncia, o crescimento é diminuido drasticamente, aumentando
simultaneamente a velocidade superficial do gas causando um possivel dano celular
(CONTRERAS et al., 2003).
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Os sistemas de mistura de gases ou 0s sistemas de colunas de misturas de bolha causar
menor dano que os sistemas de agitacdo mecanica. Isto so para o caso das unidades de bomba
de ar, em que a mistura é conseguida pelo fluxo de liquido que se obtém pela aspersao de ar
paraao centro do tubo interior, diminuindo adensidade celular doliquido provocando que este
suba. O liquido flui parabaixo através do tubo exterior, criando, assim, uma circulagdo natural.
Embora estes sistemas possam causar menos danos celulares, ndo estdo isentos de esforco
cortante causando danos celular em menor grau (GUDIN; CHAUMONT, 1991).

Barbosa et al., (2004), relataram a formacdo de bolhas no difusor como o fator
principal que conduz a morte celular. Finalmente, foi relatado o efeito de sombreamento
mutuo, que envolve o movimentode células continuodesde e paraas areasde luz e escuridao.
Este efeito € considerado essencial para garantir alta produtividade de biomassa (DEGEN et
al., 2001; CONTRERAS et al, 2003; MARTIN, 2010).

3.7 Transferéncia Gasosa do crescimento celular

Quase 0 50% da biomassa de microalgas se compdem de carbono (Becker, 1994),
desta forma, o elemento é um componente importante para o crescimento celular. Quando se
cultivam fotoautotroficamente, todas as microalgas utilizam as fontes inorgéanicas de carbono
parasintetizar compostos organicos. Apesar de que as microalgas sao capazesde usar carbono
inorganico em varias formas (CO2, H2COs, HCOs e COs), estudos detalhados sobre a
influéncia da fonte de carbono na produtividade (biomassa) das microalgas indicam que,
embora 0 HCO3é facilmente absorvido pelascélulas, esta é uma fonte pobre de carbono em
relacdo ao CO2 (MARTIN, 2010). Na verdade, é possivel obter uma resposta linear na
biomassa de carbono com o aporte de massa de carbono (correspondendo a um rendimento
de quase 100%) isto s6 acontece com entradas limitada de carbono inorgénico e categorias
estreitas de pH. Para os cultivos de microalgas se emprega ar enriquecido com CO2 como

aporte nutricional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo da microalga — fotobiorreactores

Neste trabalho foi utilizada uma espécie de microalga Tetradesmus obliquus,
proveniente de a colecdo de culturas de microalgas de dgua doce do laboratério de Ficologia
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos e cultivada no laboratério
de Bioenergia e materiais poliméricos (Sorocaba/Unesp) em trés erlenmeyers de 1 litro, em

sistema estatico “batch” (figura 4).

Antes da cultura em cada fotobiorreator, 10 mL da microalga foram deixadosem 1
erlenmeyer de 250 mL, com 100 mL de &gua destilada e com uma quantidade de 0.5% de
NPK e micronutrientes, sem aeracdo e com fotoperiodo de 12 horas luz (LARANJEIRA,
2018) (Figura 3).

Figura 3. Fotobiorreator inicial da microalga Tetradesmus obliquus

Fonte: Acervo pessoal.

ApoOs isso a microalga foi cultivada em erlenmeyers de 1 litro dentro de uma
incubadora em qualidades assépticas, foram autoclavados a 121 °C durante 15 minutos y 15

psi, num sistema com condig0es artificias de temperatura, aeracdo e iluminagéo.
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Figura 4. Vista da incubadora ondefoimantida a microalga Tetradesmus obliquus.

Fonte: Acervo pessoal.

A temperatura foi mantida entre 23+2 °C, sendo iluminada com lampadas
fluorescentes naintensidadede 507x10lux e foto periodode 12:12 h (luz: escuridao). (CONV
etal., 2009; XIN et al.,2011).

4.2 Preparo do meio de cultura

Foram utilizados dois meios de cultura com diferentes concentragfes de NPK a
primeira concentragdo foi de 10-5-10 e a segunda foi 20-10-20 respectivamente,
anteriormente, trés erlenmeyers de 1 litro. Na Tabela 2 é apresentado as diferentes

composi¢desdos meios utilizados neste estudo.
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Tabela 2 - Composigdo dos nutrientes nos meios de cultura

Meio de cultura

Componentes Meio 1 (%) Meio 2 (%)
N 10,26 20,05
P 5,26 10,11
K 10,32 20,12
Fe 0,18 0,35
S 4,25 8,75
Mg 3,06 05,95
Zn 0,0864 0,168
Cu 0,0846 0,168

B 0,0522 0,1015
Mn 0,0684 0,133
Mo 0,0018 0,0035

Fonte: Autoria propria.

A tabela 2 mostra a composicao dos meios de cultura onde a microalga foi cultivada,
meios de cultura 1 e 2 correspondentes a 10-5-10 % e 20-10-20 % em relagdo de NPK
respectivamente. Nitrogénio, Fésforo e Potassio sdo considerados nutrientes limitantes para o
crescimento de microalgas em aplicacGes biotecnoldgicas, e foram seletos devido & afinidade
com as microalgas. Dos principais macronutrientes necessarios para o crescimento algal, o
nitrogénio é importante por que é constituinte de diversas substancias do metabolismo primario,
sendo que a abundancia deste elemento no meio tende a aumentar as quantidades de proteinas
e clorofilas nas células, e sua caréncia, tende a diminuir o pocentagem de crescimento celular.
O Potéssio também esteve presente em baixas quantidades nos meios NPK, mas baseado em
Lourenco (2006) e Becker (1994) a quantidade de potassio ndo se apresenta como um fator
limitante ao desenvolvimento das microalgas. O Fésforo é um nutriente necessario para o
crescimento normal de todas as algas, e essencial para qualquer processo celular, atuando como
transportador de substratos ou energia quimica, € tdo importante que, pequenas quantidades no
meio de cultura podem limitar o crescimento de algumas espécies de microalgas (BECKER,
1994; BERTOLDI, 2008). A fim de manter um bom crescimento da microalga além de os
macronutrientes NPK, foram utilizados micronutrientes descritos na tabela 2. (BERTOLDI,
2008; LOURENGO, 2006; GROBBELAR, 2013).
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4.3 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em sistema estatico em triplica durante 10 dias,
totalizando 3 erlenmeyers paracada meio de cultivo, umacontagem das microalgas foi feita
desde o inicio até o fim dacultura para determinar o crescimento e estabelecer o momentoem
que a microalga entra na fase estacionaria, o seja, o crescimento estabilizou-se. O volume
inicial do in6culo utilizado para os cultivos foi de 10 mL e transferido a 1 erlenmeyer de 250
mL, ap06s de 7 dias este indculo foi repicado em 3 erlenmeyers de 1 litro em meio NPK em

duas diferentes concentrages conforme observado na Figura 5.

Figura5 - Diagrama esquematico do cultivoda microalga Tetradesmus obliquus.
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Fonte: Autoria propria.

4.4 Contagem celular e curva de crescimento

Para avaliacdo da curva de crescimento de Tetradesmus obliquus nos dois meios de
cultura, aliquotas de 1 mL foram removidas diariamente cada 24 horas durante ao longo de
10 dias consecutivos 2x1 puL de uma sub-amostra foram contadas em cdmara de Neubauer
utilizando o microscépio 6ptico marca Zeiss, modelo Scope A1, o resultado foi expresso em
numero de células mL1 x 105. A taxa de crescimento (k) foi obtida utilizando as fases da
curva de crescimento representada pelo niamero de divisGes celulares por dia, através da

seguinte férmula:

Equacéo 3. Taxade crescimento
k=(3,322/t2 —t1 x log N2/N1)

Onde t=tempo; N = namero de célulase t2 — t1 = diferenca entre o tempo final
e inicial (GUILLARD, 1973).
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O tempo de duplicacdo ou tempo de diviséo celular ou tempo de geracéo, foi

calculado a partir dos resultados obtidos da taxa de crescimento, através da féormula:

Equacéo 4.
Td = 1k-1

Onde Td = tempo de duplicagéo; 1k-1 =divisOes por dia (GUILLARD, 1973).

A contagem do numero das células foi feita mediante a cAmarade Neubauer como mostra a
figura 6.

Figura 6. Graficodos quadrantes avaliados na cdAmara de Neubauer. C: quadrantes avaliados.

Fonte: Autoria propria.

Além da contagem foi tirada uma fotografia das celular da microalga como mostra a figura 7.

Figura 7. Vista dascélulas da microalga Tetradesmus obliquus microscopio éptico (aumento de 200x).
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Fonte: Acervopessoal.
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A curva de crescimento foi realizada para determinar o tempo da cultura (inicio da
fase estacionaria) no qual é apresentada a maior concentracdo celular das microalgas, e

também determinar qual é o comportamento do crescimento da microalga.

4.5 Coleta e produtividade da biomassa

A coleta de biomassa foi realizada por precipitacdo por 2 dias, de modo que a maioria

das microalgas permaneceu no fundo, como mostra a Figura 8.

Figura 8 - Precipitacdo das microalgas.

Fonte: Acervopessoal.

ApoOs a precipitacdo, foi realizada centrifugacdo para remover o maximo de agua
possivel utilizando uma centrifuga Quimis modelo Q222TM2 ao 4000 rpm durante 15
minutos, ap6s a amostra foi secaem muflaa 60 °C por 8 horas, 0 peso seco foi determinado
em triplica, mediante o peso do vidro de rel6gio sema microalga e depois da secagem com a

microalga, como mostra a Figura 9.
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Figura9 - Microalga seca.

Fonte: Acervopessoal.

Foi realizado o teste de comparacao multiplo (test de Tukey e Fisher) constatando
diferenca estatisticamente significante entreas médias das duas amostras, obtendo um p-valor
menor ao 0,05, isso mostra que existe uma diferenca estatisticamente significativa entre as
duas distribuicdes com um nivel de confiangca de 95%, autores como Ortiz et al., (2012)
usaram este tipo de testes paraa comparacao das medias de densidade celular em microalgas,
usando o programa estatistico Statgraphics centurion 16.1.

4.6 Extracdo de 6leo microalgal

A extragdo lipidica da biomassa foi realizada de acordo com a metodologia indicada por Bligh
e Dyer (1959), obtendo-se um sistema miscivel constituido pela &gua da amostra e uma mistura
de cloroférmio: metanol e 4gua. Foi pesado 1 g de amostra, em triplicata, em uma balanca
analitica de precisao de 0,1 mg, em seguida, 75 mL de uma mistura 2:1 (v/v) de cloroférmio e
metanol foi adicionado, sendo agitado em um béquer de 250 mL. A mistura foi deixada em
repouso por pelo menos 24 horasa4 ° C e protegidosdaluz, destaformaaextragcdo dos lipidios

foi favorecida evitando sua oxidacgao.

A amostra de microalga foi filtrada, em filtros para separar a biomassa da solucéo, o filtro foi

lavado por no minimo 3 vezes, com a mistura de cloroférmio e metanol. Uma vez que a mistura
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solvente-microalgas foi filtrada, 2 g de carvao ativado foram adicionados ao filtrado para
eliminar os pigmentos presentes na solugdo. Apos filtracéo, as amostras foram acondicionadas
em tubos tipo falcon e mantidas por 24 horas em até que a amostra apresentasse uma coloracdo
amarela pélida, caracteristica das ligacdes duplas presentes nos acidos graxos. Quando 0s
pigmentos ndo desapareciam, mais carvao ativado eraser adicionado (maximo 1 g), agitado em
vortex e refrigerado por mais 24 horas. A extracdo foi assistida por micro-ondas modelo
electrolux MEX55, de 1000 W e 2450 MHz. A concentracdo dos lipidios totais foi determinada
por gravimetria a partir do extrato de cloroférmio: metanol, evaporacdo em atmosfera de

nitrogénio e posteriormente em estufaa vacuo até a obtencdo de peso constante.

Figura 10 — Oleo microalgal da Tetradesmus obliquus

Fonte: Acervopessoal.

4.6.1 Preparacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos

O extrato lipidico seco foi saponificado e esterificado para obter ésteres metilicos de
acidos graxos de acordo com a metodologia indicada por Hartman e Lago (1976), seguido por

cromatografia de gases.
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4.6.2 Analise de acidos graxos por cromatografia em fase gasosa

A composicdo dos acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa, com
cromatografo VARIAN - 3400 CX, equipado com detector de ionizacdo e coluna DB-FFAP
megabore (fase estacionéaria: cido nitroterftalico modificado por polietilenoglicol) 30 m de
comprimento e 0,545 mm de didmetro, com um filme de 1mm de espessura. O nitrogénio foi
usado como gas de arraste a 2 ml.min-1. As temperaturas do injetor e do detector eram 250 °C
e 270 ° C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna era de 120 °C, mantida por 1 min.
A seguir, trés ajustes foram utilizados para a rampa de temperatura: 5 °C.min-1 a 170 °C,
mantida por 1 min; 2 °C.min-1 a 190 °C, mantidos por 2 min e 5 °C.min-1 até 220 °C,
permanecendo nesta temperatura por 20 min. A quantidade de amostra injetada foi de 1 pL. Os
acidos graxos foram identificados por tempos de retencdo em comparagdo com os padrdes
analisados.

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento da microalga Tetradesmus obliquus.

Em relagdo ao crescimento da microalga os dados obtidos para o0 meio de culturade
10- 5-10 de NPK encontra-se na figura 11:

Figura 11 - Curvade crescimentode Tetradesmus obliquus em meio decultura de 10-5-10de NPK.
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Fonte: Autoria prépria.
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O experimento foi finalizado com 10 dias em triplicata, onde para a microalga
Tetradesmus obliquus foi seu periodo de senescéncia, obtendo o pico maior nos dias 7 e 10,
e tendo um comportamento unidirecional, os resultados concordam com Guerrero e Pozo
(2013) que obtiveram um ponto de maximo crescimento no dia 7, também, autores como
Andrade etal., (2019) obtiveram resultados de 12 dias para 0 pico maior de crescimento, a
variacdo entre dias pode ser devido a diferentes fatores como, concentracdo inicial do
cultivo, parametros de cultivo como temperatura, fotoperiodo e quantidade de nutrientes, os
resultados evidenciam que a concentragdo nutrientes do meio de cultura 10-5-10 ndo
contribuem na taxa crescimento da densidade celular em comparagdo com o obtido no outro

meio de cultivo trabalhado neste estudo.

Em relagédo ao crescimento da microalga os dados obtidos para 0 meio de cultura de
20-10-20 de NPK encontra-se nafigura 12

Figura 12 - Curvade crescimento de Tetradesmus obliquus em meio de cultura de 20-10-20 de NPK.
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Fonte: Autoria propria.

Para os dados obtidos parao meio de culturade 20-10-20 o maior pico de crescimento
foi para os dias 7 e 10, tendo uma leve diferenca entre eles, os dados obtidos concordam
também com os resultados obtidos por Guerrero e Pozo (2013) que obtiveram um ponto de
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maximo crescimento no dia 7, também, autores como Andrade et al., (2019) obtiveram

resultados de 12 dias para o pico maior de crescimento.

Em relacdo ao crescimento da densidade celular, na Figura 12 se mostram os dados

obtidos em comparacéo entre os dos meios de cultura.

Figura 13 - Comparagdodas curvas de crescimento de Tetradesmus obliquus em os dois meios de cultura.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 13 mostra uma comparativa das dois concentracdes utilizadas para o cultivo
da microalga, os dados mostram que existe uma diferengana relacdo de a densidade celular
entre cada meio de cultivo, evidenciando que para 0 meio de 20-10-20 existe uma maior
concentracdo desde osdias 7 até o dia 10 de cultivo, obtendo para o dia 10 uma concentracdo
celular de 35,178x 105 células mL-1, isso evidencia que a presenca maior de nutrientes
contribui para o crescimento celular, os dados sdo similares a os obtidos por Lozano e Ortiz
(2019) eles obtiverem para o dia 13 uma concentracdo variavel de 7,8x10°%e 4,1 x108, a
variagdo entre e concentracdo celular pode serdevido a diferentes fatores como, concentragéo
inicialdo cultivo, pard@metros de cultivo como temperatura, fotoperiodoe tipo de luz, também
tem relacdo a quantidade de nutrientes, como também o tipo de meio de cultura utilizado. As
diferencas podem se dever também a os valores baixos de fosforo nos meios de cultura, este

elemento evidencia que é importante para o crescimento das microalgas porque atua como
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transportador de substratos. Os valores altos de nitrogénio demostram que este elemento
contribui significativamente no crescimento da microalga, sendo que este elemento participa
ativamente no metabolismo primaério, e abundanciadele contribui a aumentar as quantidades

de clorofila e proteinas nas células.

De acordo a Doran (2005), o crescimento das microalgas aumenta exponencialmente
até alguns fatores comecarem a esgotar. a concentracao de nutrientes € um dos fatores mais
importantes, pois diminui ao longo do tempo em um meio de cultivo. Uma vez consumidos
todos os nutrientes, as culturas terminam morrendo. Além dos nutrientes, Tripathi et al.,
(2015) relatam que o pH é um parametro ambiental importante, pois exercem influéncia no
crescimento celular e formacéo de produto. O pH esta diretamente ligado com o bom
funcionamento celular das microalgas, por isso 0 seu controle € de vital importancia para o
melhor desenvolvimento dos cultivos, neste trabalho o pH foi mantido entre 7 e 7,2,
permanecendo basico (7), e sendo o pH perfeito para o crescimento de microalga. Outro fator
importante foi a temperatura, Segundo Barsanti e Gualtieri (2006), a temperatura tem
impactos significativos na taxa de crescimento, no tamanho da célula e na composicéo
bioguimica das microalgas, é de extrema importancia dar atencdo a este parametro, pois
tambeém tem efeitos na producéo de biomassa, neste trabalho a temperatura foi controlada
entre 21 °C e 25 °C sendo o estandar de 23 °C, os autores Barsanti e Gualtieri (2006)
determinaram que temperaturas inferioresa 18°C podem desacelerar o crescimento, enquanto
a temperaturas superiores a 35°C podem ser letais para a maioria das espécies de microalgas,
a temperatura do cultivo usada nesta investigacao foi favoravel, estando dentro da faixa de

temperatura adequada para o crescimento da microalga.
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5.1.2 Analises estatistico da densidade celular

Figura 14 - Graficode Medias de densidadecelular.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 14 mostraa comparagdo das médias para cada meio de cultivo, indicando
que existe uma diferenca estatistica significativa entre elas, mostrando que para 0 meio de
culturamaisenriquecidoo sejao de NPK 20-10-20 existe um maior crescimento da densidade
celular da microalga respeito a o meio de cultura de NPK 10-5-10. Hakalin (2014),
trabalhando com Tetradesmus obliquus em diferentes meios entre eles 0 NPK, evidenciaram
uma diferencadas médias do crescimento na densidade celular entre cada meio de cultivo,

alguns mais enriquecidos que outros.
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5.2 Rendimento de biomassa seca

Os pesos obtidos para cara meio de cultivo em relacdo a microalga seca foram

Tabela 3- Dados de a produtividade de biomassa seca do meio de cultivo 10-5-10 da
microalga Tetradesmus obliquus

Medicao Peso 1 Peso 2 Peso 3

Peso da biomassa 0,11¢ 0,11¢g 0,13¢g
Média Geral 0,116
+0,2 ¢

Tabela 4- Dados de produtividade de biomassa seca do meio de cultivo 20-10-20 da
microalga Tetradesmus obliquus

Medicéo Peso 1 Peso 2 Peso 3

Peso da biomassa 0,26 g 0,26 g 0,279
Média Geral 0,26
0,29

De acordo as Tabelas 5 e 6 a meia geral de produtividade de biomassa seca de a
microalga Tetradesmus obliquus para cada meio de cultivo foi de 0,116 g.L1 e 0,26 g.L1
respectivamente para os meios de cultura 10-5-10 e 20-10-20, obtendo um rendimento maior
para 0 meio de cultura mais enriquecido em nutrientes, valores parecidos foram encontrados
por Baumgartner (2011), obtendo valores de 0,098 g.L-1 para 0 meio de culturade 10-5-10 e
0,199.L1 parao meio de culturade 20-10-20 para a mesma microalga. Asdiferencas entre os
dados obtidos neste estudo e os obtidos pelos autores podem dever-se as caracteristicas em
termos de composicdo de meio de cultivo utilizado, como também o tipo de meio de cultivo,

sendo os analiticos mais restritivos em relacdo a quantidade de nutrientes.
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Embora cada elemento tenha sua importancia relativa para a nutricdo algacea, ndo ha
um ndmero exato de elementos quimicos essenciais, pois certos elementos sdo essenciais para
determinadas espécies e ndo sdo paraoutras. Os resultados mostram que o NKP utilizado neste
estudo obteve melhores resultados, sendo estes um pouco maiores a os resultados de osautores

mencionados em relagdo a produtividade de biomassa.

5.3 Extracgao e rendimento de 6leo

Os resultados da obtencdo do 6leo da biomassa seca pelo método proposto por Bligh e
Dyer (1959), para a microalga Tetradesmus obliquus séo de 5,27+0.10% para o meio de cultivo
mais enriquecido de nutrientes (20-10-20), estes resultados sdo semelhantes aos encontrados
por Morais e Costa (2008) com 4,60%, a variacdo das condic¢des de cultivo pode fazer a
producdo de lipidos variar entre 1 e 40 % (RADMANN e COSTA, 2008). Uma das condicies
da variabilidade é a temperatura de secagem da biomassa microalgal, estd também influéncia o
contetido de &cidos graxos no 6leo, autores como Widjaja et al., (2009) realizaram um estudo
avaliando o efeito datemperatura de secagem nacomposi¢aode lipidios damicroalga Chlorella
vulgaris, verificaram que a temperatura de secagem da biomassa microalgal afeta tanto a
composicéo lipidica como o teor de lipidios, a secagem por liofilizagdo (0 °C) mantém a

composicao de lipidios originais das microalgas.

Em relacdo ao efeito do micro-ondasno 6leo, morfologicamente o micro-ondas provoca
uma ruptura do interior do material devido ao rapido aquecimento causado pela oscilacdo das
substancias polares, que da origem a pequenos poros na membrana celular, por onde € liberado
0 contetdo intracelular. Os Oleos extraidos com pré-tratamento por micro-ondas ndo
apresentam alterag6es ou desvantagens em termos de qualidade, em relagdo aos obtidos sem
pré-tratamento (BALASUBRAMANIAN et al., 2011). A eficiéncia do método assistido por
micro-ondas pode depender de varios fatores, incluindo tempo, temperatura, razdo sélido-

liquido, propriedades dielétricas da mistura, tipo de concentracdode solvente (MAetal., 2014).
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5.4 Cromatografia gasosa e perfil de acidos graxos

Figura 15— Cromatograma de bio-dleo extraido da microalga Tetradesmus obliquus
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Fonte: Autoria propria.

No cromatograma daamostraextraida foram identificados 4 picos (figura 15), com 90%
de similaridade para a identificagdo dos compostos baseados em tempo de retencéo,
determinando-se que todos os produtos sdo constituidos de acidos graxos, comoesperado. Além
do cromatograma, foi feito também um perfil de 4cidos graxos como mostra a tabela 7 e como
é o esperado os produtos diferem em quanto a composicao e fracdo dos &cidos graxos como

observado natabela 7.
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Tabela 5- Perfil de acidos graxos (%) da microalga Tetradesmus obliquus para o médio de

cultivo 20-10-20

Composicéo Tetradesmus obliquus
Acidos graxos saturados
C 16:0 2,91
C 15:0 2,17
C17:0 1,07
C 18:0 0,93
C 20:0 0,82
C 22:0 sd
C 23:0 2,31
Acidos graxos monoinsaturados
C1l6:1 36,22
C15:1 1,57
C14:1 0,57
Cc1i7:1 6,27
Cc18:1 17,25
C20:1 0,63
C24:1 1,61
Acidos graxos poli-insaturados

v-C18:3 5,37

a-C18:3 3,47
C 18:2 3,88
C 20:2 4,77
C 20:3 0,67
C 20:4 sd
C 20:5 sd
C22:6 3,57
C22:2 1,27

sd: sem detecgdo.
Fonte: Autoria prépria.



33

As maiores quantidades de acidos graxos obtidos foram C16:0 acido palmitico com
2,91%, C16:0 &cido palmitoleico com 36,22% e y - C 18:3 &cidos gamma-linolénico com 5,37
%, os resultados sdo semelhantes aos obtidos por Radmann e Costa (2008), eles encontraram
para o C16:0, C16:0, y - C 18:3 valores de 3,22%, 37,01% e 5,42% respectivamente. Os
resultados demostram que a producdo de biodiesel mediante microalgas pode ser viavel devido
a ndo sO o contedido dos acidos graxos mencionados se nao também por todo o perfil em geral
que demostra que a microalga tem o perfil 6timo paraa producédo de biodiesel. As propriedades
dos triacilglicerideos e do biodiesel sdo determinadas pela quantidade de cada acido graxo que
estdo presentes nas moléculas. O comprimento da cadeia e 0 numero de duplas ligacdes
determinam as caracteristicas fisicas de ambos os acidos graxos e triacilglicerideos (RAMOS
et al., 2009). De acordo Oliveira et al., (2010), o processo de secagem € responsavel pela
remoc¢do de uma ampla quantidade de &gua presente na biomassa das microalgas, mas a
secagem pode afetar a qualidade do produto e causar oxidacdo lipidica. Taher et al., (2015)
também reforcam em seu trabalho que a secagem pode provocar alteracdes nos perfis de acidos
graxos das microalgas, as ligacdes duplas se rompem com secagem a qual a biomassa foi
submetida na extragdo via base seca. Também segundo Lim et al., (2012), baixos niveis de
acidos graxos poli-insaturados, como os obtidos neste trabalho, sdo desejados para a producédo
de biodiesel, pois reduz a necessidade de tratamentos como a hidrogenacdo catalitica. A
tendéncia reversa € observada com a EPA (acido eicosapentaenoicocujo) contetido aumenta
com a temperatura, portanto, é possivel obter o contetdo das classes FAMEs (éster metilico de
acido graxo) de acordo com o processo de extracdo usado.
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7- CONCLUSOES

A instalacéo e operagéo dos fotobiorreactores forneceu a produtividade da densidade
celular como também da biomassa, 0 que evidencia que mantendo um ambiente controlado
de condigOes de temperatura, luz, pH e aeragédo favorece o crescimento da microalga.

A utilizacdo de o NPK como potencial meio de cultura para o crescimento da microalga
Tetradesmus obliquus mostrou ser eficiente, demostrando que meios de cultura mais

enriquecidos em nutrientes sdo favoraveis para a produtividade de biomassa.

Este estudo demonstrou a metodologia do Bligh e Dyer (1959), assistido com a
aplicacdo do micro-ondas contribui na extracdo da biomassa secae pode ser usado para extrair
lipidos da microalga Tetradesmus obliquus, essa extracéo permitiu obter bio-oleo e fazer uma

caracterizacao do perfil do éleo, demostrando seu potenciauso como biocombustivel.

O uso de tecnologias como a liofilizagcdo pode melhorar a extragdo da biomassa
portanto a producao de bio-6leo pode ser melhorada.
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