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RESUMO

A microalga Chlorella possui acidos graxos poli-insaturados, vitaminas e alto contetdo
proteico. Desse modo, estudos recentes tém explorado o uso de microalgas para obtencéo de
lipidios, principalmente os de maior valor comercial como o acido y-linolénico. Estre trabalho
objetivou propor um método de cultivo para a microalga Chlorella vulgaris e extracdo do
oleo. Os experimentos foram realizados em duplicata de acordo com o arranjo ortogonal de
Taguchi, a partir da qual foram organizadas duas etapas: na primeira foram viabilizados
cultivos nos quais os fatores de interesse pudessem ser avaliados em dois niveis de operacéao:
Aeracdo (1,67 e 3,33L/min), NOs (0,25 e 0,50 g/L), PO43(0,35 e 0,65 g/L), NaHCOs (0,25 e
0,50 g/L), intensidade de luz (0,85 e 14,50 K luz) e fotoperiodo (12 e 24 h). Em tal etapa
correu também a colheita, floculagcdo, secagem e moagem da biomassa. Na segunda etapa
foram realizadas as extrac@es lipidicas de acordo com e uso de solventes como o cloroférmio
e metanol, utilizou-se também o banho de ultrassom para as extracBes dos teores lipidicos.
Obteve melhor resultado a concentracdo de biomassa algal, a qual atingiu a concentracédo de
nitrato (0,50 g/L), concentracdo de bicarbonato de sodio (0,50 g¢/L), fosfato (0,65 g/L) e
fotoperiodo de 12 em 12hs. O melhor resultado para a extragdo lipidica ocorreu conforme a
metodologia de Zorn (2017), com aproximadamente 2,5% mais eficiente e obteve o seguinte
resultado para os fatores, no nivel alto sdo: aeracdo (3,33 L/min), nitrato (0,50g/L) e
bicarbonato de sédio (0,50 g/L) e os seguintes fatores que se apresentou no nivel baixo sao:
fosfato (0,35¢/L), intensidade luminosa (0,85 k luz) e fotoperiodo (12 e 12). Com base no
perfil de &cido graxo foi identificada a propor¢cdo dos acidos graxos (27,72%) do palmitico;
(7,34%) do oleico; (18,57%) do &cido linoleico e (16,41%) do &cido linolénico.

PALAVRAS-CHAVE: Microalga. Chlorella vulgaris. extracdo lipidica. Planejamento de
experimentos Taguchi.



ABSTRACT

The micro-algae Chlorella has polyunsaturated fatty acids, vitamins and high protein content.
Thus, recent studies have explored the use of microalgae to obtain lipids, especially those
with higher commercial value such as B-linolenic acid. The objective of this work was to
propose a method of cultivation for the microalga Chlorella vulgaris and extraction of the oil.
The experiments were carried out in duplicate according to Taguchi's orthogonal arrangement,
from which two stages were organized: in the first, cultures were feasible in which the factors
of interest could be evaluated at two levels of operation: aeration (1.67 e 3.33L/min), PO
(0.35 and 0.65 g / L), NaHCO 3 (0.25 and 0.50 g / L), NO 3 (0.25 and 0.50 g / L) , light
intensity (0.85 and 14.50 K light) and photoperiod (12 and 24 h). In this stage also the
harvest, flocculation, drying and milling of the biomass took place. In the second stage, the
lipid extractions were performed according to the use of solvents such as chloroform and
methanol, and the ultrasonic bath was used to extract the lipid contents. The best results were
the algal biomass concentration, which reached the concentration of nitrate (0.50 g / L),
sodium bicarbonate (0.50 g / L), phosphate (0.65 g / L) and photoperiod every 12 hours The
best result for the lipid extraction occurred according to the Zorn (2017) methodology, with
approximately 2.5% more efficient and obtained the following result for the factors, at the
high level are: aeration (3.33 L / min), nitrate (0.50 g / L) and sodium bicarbonate (0.50 g / L)
and phosphate (0.35 g / L), light intensity (0.85 k photoperiod 12 and 12). Based on the fatty
acid profile, the proportion of fatty acids (27.72%) of palmitic acid was identified; (7.34%) of
the oleic; (18.57%) of linoleic acid and (16.41%) of linolenic acid.

KEYWORDS: Microalgae. Chlorella vulgaris. lipid extraction . Planning of Taguchi

experiments.
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1 INTRODUCAO

A diminuicdo das reservas petroliferas e a elevacao do custo para sua obtencdo, aliadas
a crescente preocupacdo com a preservacao ambiental vém exigindo solucdes tecnologicas
imediatas diante das necessidades de consumo. A partir desse principio, é comprovada a
tendéncia de crescimento nas pesquisas de desenvolvimento de energia e materiais produzidos
a partir de fontes renovaveis (COSTA, 2015).

Nesse contexto, o trabalho propds o estudo do cultivo de microalgas sob condigdes
controladas visando a produgdo de biomassa, bem como a sua porcentagem em lipidios, a
partir da técnica de Planejamento de Experimentos, o Método de Taguchi.

1.1. CONTEXTUALIZACAO DA PESQUISA

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com microalgas quanto a sua utilizacéo
como alimento na agricultura, no tratamento de aguas residuais, na producdo de diversos
compostos com alto valor agregado, como corantes e acidos graxos, e também para biofixar
CO. da atmosfera (MORAIS, 2008).

A microalga Chlorella possui acidos graxos poli-insaturados, vitaminas e alto
conteddo proteico. Por isso, recentemente estudos veem sendo implementados com o uso de
microalgas para obtencdo de lipidios, principalmente o &cido y-linolénico pois possui valor
comercial (COSTA, 2006).

As microalgas podem apresentar de 1 a 40% de lipidios e, em determinadas condi¢des
de cultivo, pode alcancar 85%. Alguns fatores podem influenciar na producédo de lipidios e
acidos graxos por microalgas, como intensidade luminosa, temperatura e nutrientes
(MORAIS, 2008).

Os éacidos graxos extraidos de microalgas podem ser utilizados como alimento,
farmacos ou transformados em biocombustiveis. Os principais acidos graxos poli-insaturados
(PUFAS) sdo o acido linoléico, acido linolénico, araquidonico, acido eicosapentaendico (EPA)
e acido docosahexaenoico (DHA) (ANTONIO, 2014).

A biomassa microalgal apresenta, quando comparada com outras fontes de acidos
graxos, auséncia de contaminacdo, bem como certas microalgas possuem significativamente
maior espectro de PUFA, alguns com cadeias com mais de 18 atomos de carbono (ILLMAN,
2000).
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Nesse cenério, surgem as microalgas, fonte promissora de energia renovavel, capazes
de fornecer diversos produtos e substancias importantes em diferentes campos tecnoldgicos e
aplicacdes. No ramo energético, por exemplo, podem fornecer matéria-prima para gerar
biocombustivel, como biodiesel, bio-6leo, biogas (metano e hidrogénio) e bioetanol (ZORN,
2017).

As matérias-primas tradicionais sdo utilizadas para a producdo de biodiesel de origem
agricola como, por exemplo, colza, girassol, soja ou palma. A tecnologia de conversdo destas
matérias-primas estd completamente desenvolvida e aplicada no mercado. No entanto, as
culturas mencionadas levantam sérios problemas ao nivel da sustentabilidade ambiental, dado
que necessitam de imensas areas, fertilizantes quimicos e pesticidas, assim como problemas
na competicéo entre o setor alimenticio e energético (GAIVAO, 2013; AMARAL et al, 2016).
Devido aos custos e grandes impactos ambientais que a matéria-prima tradicional vem
causando ao meio ambiente, alternativas para a producdo de energia tem sido cada vez
estudada.

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com microalgas, em relacdo a sua
utilizacdo na obtencéo de diversos compostos com alto valor agregado, como os &cidos graxos
e a biofixacdo de gés carbdnico (CHRISTI, 2013).

As microalgas, que sdo organismos microscopicos fotossintéticos encontrados em
ambientes marinhos e de dgua doce, tém se destacado perante aos outros microrganismos que
fazem parte dessa classe, em razdo do seu potencial de acimulo de material lipidico, sendo
que os principais componentes da fracdo lipidica sdo os triglicerideos e acidos graxos livres
que podem ser convertidos em biodiesel, além de apresentar elevada taxa de crescimento e
maior eficiéncia fotossintética (LOURES, 2016).

Sdo evidenciadas as vantagens, segundo alguns autores, da utilizacdo das microalgas
como fontes lipidicas para a sintese de biodiesel, como: o cultivo de microalgas consome
menos agua que o cultivo terrestre, a alta taxa de crescimento das microalgas torna possivel
para satisfazer a demanda macica de biocombustiveis utilizando espacos limitados, seus
subprodutos podem ser usado como adubo ou para a producdo de outros produtos de alta
energia, a liberacdo de Oxido nitroso pode ser minimizada quando microalgas séo utilizados
para a producéo de biocombustiveis (CHISTI, 2013; LI et al 2008; AHMAD et al, 2011).

Diante do contexto em evidéncia, as microalgas apresentam um alto potencial
energético, mas para que se tornem viaveis economicamente como fonte de energia e

biocombustiveis ha a necessidade de vencer uma série de desafios. E preciso ponderar que o
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biodiesel proveniente de microalgas ainda se encontra em escala laboratorial, pois, apesar de
ser ambientalmente sustentavel, ainda € um combustivel caro para a comercializacdo em larga
escala. Nesse sentido, em comparacdo ao proveniente do petréleo, a comercializagdo em larga
escala desse combustivel ainda é sombria, porém quanto a comercializacdo a médio prazo
seria adequado para aplicacdes de nichos, por exemplo: o setor de aviacdo (CHISTI, 2013;
LOURES, 2016).

1.2 QUESTAO DA PESQUISA E OBJETIVO

Com base no cenario abordado, determinou-se a questdo de pesquisa que motivou o
trabalho: quais os fatores possuem niveis 6timos que potencializam o teor de lipideos em
funcdo do perfil de acido graxos?

O objetivo geral: propor um método de cultivo para a microalga Chlorella vulgaris e
extracao do Oleo.

Para tanto, foram vislumbrados também os seguintes objetivos especificos:

e Utilizar o Método de Taguchi e ANOVA para propor o cultivo;

e Determinar o teor de lipideos em condicdes experimentais;

e Evidenciar o perfil de acido graxo do material lipidico.

1.3 JUSTIFICATIVA

Os microrganismos fotossintéticos como as microalgas presentes nos ambientes
aquéticos sdo responsaveis pela produgdo de O e fixacdo de CO2. A biomassa produzida da
assimilacdo de CO> pode ser transformada em alimento humano, racdo animal, bem como os
acidos graxos extraidos da biomassa podem ser convertidos em biocombustiveis, alimentos e
farmacos (LOURES, 2016).

O valor nutricional das microalgas depende, principalmente, da sua composicao
bioguimica. Vale salientar que, embora exista uma grande diferenca nas composi¢des das
microalgas em fungdo da classe e a espécie que se esta trabalhando (COUTTEAU et al, 1996),
a manipulacéo das condi¢es ambientais e os diferentes estagios de crescimento podem alterar
a composi¢do bioguimica das microalgas (BROWN et al, 1996).

Mesmo que exista a discussdo acerca da prevaléncia de uma nova fonte de
biocombustiveis, os relatos vigentes no Brasil estdo restritos a algumas instituicdes de

pesquisa como as universidades ou algumas empresas do setor privado, as quais realizam seus
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estudos em escala laboratorial no sentido de contribuir de forma significativa com a tentativa
de ampliacdo das escalas dos projetos, assim como minimizar os custos de produgdo desta
fonte alternativa de energia, pois tal tecnologia demanda custos elevados. Assim, sao
utilizados modelos matematicos para aperfeicoamento, tais como, desing de experimentos
(DOE) e andlise de variancia, para obter o comportamento do processo em niveis de confianga
(ANTONY, 2006; LOURES, 20186).

Tansel (2011) salienta que o método Taguchi é aplicado nos processos como uma das
mais importantes ferramentas do planejamento de experimentos. Para Loures (2016), o
Taguchi permite a andlise de um processo com muitas variaveis de entrada e um ndmero
reduzido de experimentos.

A Analise de variancia (ANOVA) é um método estatistico complementar ao
planejamento de experimentos, utilizado para interpretar os dados experimentais nas tomadas
de decisdes e testar estatisticamente as médias dos resultados em suas diferentes condi¢fes. A
partir dos pardmetros calculados na ANOVA, é possivel criar e/ou validar modelos
estatisticos, assim como calcular os coeficientes necessarios para modelagem do processo
(MONTGOMERY, 2012).

Determinados autores em seus trabalhos de pesquisa utilizam o método Taguchi para
obter melhores resultados. Loures (2016) utilizou esse método, Matriz Ls em cultivo de
Chlorella sp. para determinar os fatores CO2 (0 e 2%), NOs™ (0,25 e 0,50 g/L), PO 4 (0,35 e
0,65 g /L), suplementacéo do cultivo (1 e 2 ml), temperatura (20 e 30 ° C), salinidade (15 e 30
g/L). De acordo com o método Taguchi, o experimento que alcancou melhor resultado para o
teor de lipideos extraido da alga foi proveniente da concentracdo mais alta de NaNOs (50 g L-
1), quando o meio foi suplementado com 2% de COz2 (experimento 2) e a temperatura mantida
a 30°C. Ja a concentracao celular foi mais acentuada quando foi utilizada a concentracdo de
NaNOs (50 g L-1) sem COz2 e temperatura de 20°C.

Zorn (2017) utilizou o método de Taguchi para desenvolver o melhor processo
exploratorio de extragdo de 6leo de microalgas marinhas, os fatores estudados foram: umidade
de biomassa (%), propor¢éo de solventes (cloroférmio/metanol/agua) (v/v/v), volume total de
solventes (mL) e tempo de ultrassom (min). Observou-se como melhor resposta o
experimento com o teor mais elevado de lipidios, em média de 19,8%, quando se empregou
biomassa com 64% de umidade, a proporcao de solventes de 5,7: 3: 1 (v/v/v), o volume total

de solventes de 33,0 mL e o tempo total de ultrassom de 90 minutos, conclui-se que a
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extracdo realizada com biomassa Umida resultou em melhores rendimentos que com a
biomassa desidratada, significando economia de energia durante o processo.

Amaral (2014) escolheu o método de Taguchi para determinar o melhor cultivo da
microalga marinha Chlorella sp. como fonte de matéria-prima para a producéo de biodiesel a
partir dos seguintes fatores exploratérios Intensidade de Luz (0,85 e 14,5 klux), CO2 (5 e
10%), NaNOs (0,25 e 0,75 g/L), profundidade (5 e 10 cm). O método Taguchi obteve como
resposta 0 melhor experimento para concentracdo de biomassa microalgal, com concentracéo
mais elevada de NaNOs. Para os niveis de interacdo entre fatores, obteve-se o melhor
resultado para a interacdo de Intensidade luminosa e profundidade para os niveis mais
elevados entre os fatores.

Observa-se que o método de Taguchi se trata de uma ferramenta apropriada para
atingir resultados com mais de um fator, assim podendo determinar os melhores niveis que
poderdo ser usados nas pesquisas exploratdrias.

Com isso, foi realizada uma pesquisa na base de dados Scopus relacionada com
palavras-chave em inglés, no periodo de 2008 a 2018, apresentando as seguintes areas de
limitacdo Chemical Engineering, Chemistry, Energy e Engineering. Como resultado da
pesquisa, pode ser observado no Quadro 1. Utilizou-se delimitagfes ao longo das pesquisas
para evitar generalizacdes relacionados ao tema, assim permitiu o alcance de artigos mais

relevantes.

Quadro 1 — Resultados de buscas na base de dados Scopus

PALAVRAS- CHAVE OCORRENCIA
Oil extraction X microalgae 186
Microalgae oil X fatty acid 137
Essential fatty acid X microalgae 5
Taguchi method X microalgae 7

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Conforme a pesquisa, na Figura 1 observa-se que, em 2008, foi registrada uma
publicacdo acerca da extragdo de 6leo a partir de microalgas. Em 2013 e 2017, no caso, foram

registradas 23 publicacdes e, em 2018, 10 publicacdes. Os resultados mostram que pesquisas
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na &rea de extracdo de 6leo a partir de microalgas tém se tornado crescente em razdo da

relevancia do tema.

Figura 1- Publicagdes por ano para extracdo de Oleo a partir de microalgas
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Fonte: Scopus (2018)

Na Figura 2 estdo os autores com publicacdes na area de modelagem que usaram o
Método de Taguchi para desenvolver pesquisas com microalgas, sdo eles: Chen (2017);
Amaral (2018) e Asadi (2018).

Figura 2- Publicac@es por autor para método de Taguchi e microalga
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Ao analisar os artigos desses autores observa-se que ha uma interacdo entre as linhas
de pesquisas, pois investigam sobre microalgas utilizando o Método de Taguchi para obter
resultados satisfatorios.

Chen (2017) fez uma pesquisa sobre a captura de CO; a partir da solucdo de cultura
das microalgas. Assim, foi explorado em um depurador continuo de colunas de bolhas s6 um
ambiente de pH constante. As condicbes 6timas para um estudo em escala piloto foram
avaliadas. Com o Método Taguchi, foram necessarias dezesseis corridas. A taxa de absorcéo,
a eficiéncia de absorcdo, o coeficiente de transferéncia de massa global e a taxa de vazao gas-
liquido foram determinados por um modelo de balanco de material e um modelo de dois
filmes em condigdes de estado estacionario.

Amaral (2018) utilizou o Método de Taguchi para obter as melhores condi¢des de
cultura em fotobiorreatores de colunas de bolhas, a fim de melhorar a produtividade de
biomassa e &cidos graxos por microalgas marinhas. As variaveis independentes consideradas
no cultivo de Chlorella minutissima foram: porcentagem de didxido de carbono, concentracéo
de nitrato, concentracdo de fosfato, suplementacdo de metais e vitaminas, temperatura e
salinidade.

Asadi (2018) fez uma pesquisa que propds um modelo de instalacdo de producéo de
biomassa de algas, varias instalacbes de distribuicdo, maltiplos locais de extracdo. Esse
modelo permite que o tomador de decisdo determine o nimero e a localiza¢do das instalacfes
de distribuicdo e o melhor local de extracdo para essas instalacdes. Conforme esse propdsito,
foram utilizados dois algoritmos metaheuristicos multiobjetivos e o Método de Taguchi,
usado para definir os parametros desses algoritmos e, em seguida, comparar os resultados a
partir de cinco critérios distintos de avaliagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CLASSIFICACAO DAS MICROALGAS

As microalgas estdo entre as formas mais antigas de vida do planeta. Elas foram
precursoras das plantas e sdo organismos microscopicos fotossintéticos que podem ser
encontrados em todo o mundo, principalmente nas aguas, em ambientes marinhos e de aguas
doces (LOURES, 2016).

Podem ser classificadas em algas verdes (Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta)
e diatomaceas (Bacillariophta). Tém alta taxa de crescimento e podem, assim, sintetizar e
acumular rapidamente quantidades elevadas de lipidios em comparacdo com as plantas
terrestres. E estimado que existem mais de 50 mil espécies, mas apenas um nimero limitado,
cerca de 30.000, foi estudado e analisado (MATA et al, 2009; OLIVEIRA et al, 2014).

As microalgas eucaridticas possuem a capacidade de conter grandes quantidades de
compostos ricos em energia, tais como triacilglicerol e amido, que podem ser utilizados na
producdo de varios produtos, incluindo biodiesel e bioetanol (OLIVEIRA et al, 2014). As
microalgas dispdem de um elevado teor de 6leo, porém ocorre uma variagdo em tal volume de

espécie para espécie. Essas variagdes podem ser evidenciadas no Quadro 2.

Quadro 2- Conteudo de 6leo de microalgas

Microalga Teor de 6leo (% de peso seco) Referéncias
B. braunii 25-75 Chisti (2007)
Chlorella emersonii 63 Iliman et al. (2000)
Chlorella minutissima 57 Iliman et al. (2000)
C. vulgaris 56,6 Liu et al. (2007)
C. vulgaris 40 Iliman et al. (2000)
C. protothecoides 23 Iliman et al. (2000)
Chlorella sorokiniana 22 Iliman et al. (2000)
C. cohnii 20 Chisti (2007)
Nannochloris sp. 20-35 Chisti (2007)
Nannochloropsis sp. 31-68 Chisti (2007)
N. oleoabundan 54 Metting (1996
Chlorella sp. 28-32 Chisti (2007)

Fonte: Singh & Dhar (2011)
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Analisando o Quadro 2, observa-se que algumas espécies de microalgas sdo mais
propicias para a obtengdo de 6leo. De acordo com Singh & Dhar (2011), o teor de 6leo em
microalgas pode exceder 80% em peso de biomassa seca. Outros autores, como Zorn et al
(2017), afirmam que os lipidios encontrados nas células microbiais dependem da espécie de
microalga e das condicOes de cultivo e alegam ter encontrado um teor de 6leo mais alto na
espécie Nannochloropsis.

2.2 CHLORELLA VULGARIS

O nome da microalga Chlorella provém do grego Chloro (verde) e do sufixo
diminutivo latino ella (pequeno), compreendendo em um género de algas verdes unicelulares,
do Filo Chlorophyta. E uma microalga unicelular, microscopica, eucariética, esférica, como
ilustra a Figura 3, encontrada em tanques e lagos com alta capacidade de realizar fotossintese
(VIDAL, 20186).

A principal forma de reserva ¢ o amido, porém, sob certas condicdes, podem
armazenar 6leo e contém mais de 2% de clorofila, o que permite rapido crescimento, pois
assim como as plantas superiores, seu metabolismo principal é a fotossintese. Vale salientar
que a Chlorella também é rica em Vitaminas do complexo B, principalmente B12 (VIEIRA,
2013).

Figura 3- Microalga Chlorella Vulgares, alga da dgua doce

Fonte: Rios et al (2016)
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O contetido e a composicdo dos lipidios e acidos graxos em microalgas podem ser
influenciados por fatores relacionadas ao cultivo como luz, temperatura, concentragédo da
fonte de nitrogénio e concentracao de dioxido de carbono (MORAIS et al, 2008).

O nitrogénio € um importante elemento para o metabolismo das microalgas, sendo que
a reducdo da quantidade desse elemento no meio de cultura possibilita que lipidios e
carboidratos sejam sintetizados preferencialmente. O aumento da concentragdo de nitrogénio
no meio de cultura pode elevar o teor de clorofila na biomassa microalgal (BERTOLDI et al,
2008).

O estudo dos efeitos da adicdo de dioxido de carbono (CO2) no crescimento e
metabolismo de microalgas é estimulado pela necessidade de reducéo da emissao desse gas na
atmosfera. As microalgas tém sido estudadas para biofixacdo de CO, desde que foi

demostrada sua capacidade de adaptacao a altas concentracdes desse gas (ILLMAN, 2000).

2.3 MICROALGAS, SEUS DIVERSOS PRODUTOS E APLICACOES

A producdo comercial de microalgas teve inicio na década de 60 com espécies de
Chlorella e Spirulina, como suplementos dietéticos, Dunaliella salina para obtencdo de -
caroteno, Haematococcus pluvialis para producdo de astaxantina e diversas outras espécies
para aplicacdo na aquicultura. Na mesma década, as pesquisas em biotecnologia de
microalgas direcionavam esforcos para reciclagem de aguas residuais, sua aplicacdo em
programas espaciais de renovacao atmosférica e fonte de alimento (BERTOLDI et al, 2008).

Para Zorn (2017), as microalgas podem ser usadas com vaérias finalidades: industrial,
nutricional, farmacéutico e medicinal (vacinas). Algumas espécies produzem acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa de alto valor (PUFAS), pertencentes as familias de dmega 3 e
6. Sendo que muitas microalgas sdo ricas em compostos bioativos e pigmentos, incluindo
clorofilas, carotenoides, terpenos, além de antioxidantes e redutores de colesterol
(denominados compostos bioativos naturais), 0s quais podem ser utilizados no
desenvolvimento de alimentos funcionais.

Os acidos graxos sdo importantes constituintes da dieta humana, apresentando efeitos
terapéuticos e desempenhando relevante papel tecnoldgico na industria de alimentos e no
campo energético. Além do biodiesel, existem diferentes tipos de biocombustiveis como
metano, hidrogénio, bio-6leo e bioetanol (COSTA, 2006; ZORN et al, 2017).

O teor de é&cidos graxos polinsaturados produzidos pela microalga pode ser
determinado pela espécie cultivada, concentracdo dos nutrientes do meio de cultura, fluxo de
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aeracdo, luminosidade, tempo do fotoperiodo e a temperatura do cultivo (LOURENCO,
2006).

A microalga Chlorella possui capacidade fotossintética, é rica em micronutrientes,
possui alto teor de clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais e acidos graxos. Além disso,
Chlorella é considerada GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug
Administration) dos EUA, podendo ser utilizada como alimento sem causar risco a salde
humana (COSTA, 2006).

A biotecnologia de microalgas também demonstrou versatilidade em outros setores,
podendo atuar no tratamento de efluentes, biorremediando metais pesados, nitrogénio e
fésforo que podem causar eutrofizagdo quando descartados diretamente nos rios. A biomassa
obtida nessa biorremoc¢édo pode servir como fonte de matéria-prima para producdo de racéo,
fertilizantes, e até mesmo ser utilizada na inddstria de quimica fina, uma vez que a biossintese
de diversos produtos de alto valor metabdlico pode ser alcancada pela engenharia de
transcricdo (TE), que pretende modificar varios componentes simultaneamente. No entanto,
além de serem fontes geradoras de biodiesel, verifica-se que diversas substancias de alto valor
agregado sdo produzidas por microalgas (BERTOLDI et al, 2008; ZORN et al, 2017).

2.4 POTENCIALIDADE DAS MICROALGAS PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL

As microalgas sdo microrganismos autotroficos procariontes ou eucariontes. Séo
também organismos microscopicos fotossintetizantes que crescem rapidamente e em
diferentes condi¢cbes ambientais em razdo da sua estrutura celular simples, unicelular ou
multicelular. A biodiversidade de microalgas é enorme e elas representam um recurso quase
inexplorado (LOURES, 2016; OLIVEIRA et al, 2014).

Chisti (2007) e Mata et al (2009) caracterizam as microalgas como microrganismos
fotossintéticos, que combinam &gua e dioxido de carbono atmosférico com luz solar para
produzir varias formas de energia produtoras de biomassa (polissacarideo, proteina, lipidio e
hidrocarboneto). Esses microrganismos, portanto, podem ser utilizados na producdo de
biocombustiveis, suplementos alimentares e empregados na captura de dioxido de carbono da
atmosfera. Por essas caracteristicas, as microalgas tém potencial para a redugdo dos gases

responsaveis pelo efeito estufa devido ao sequestro de didxido de carbono (COy).

Para Ahmad (2011), considerando tais caracteristicas, pode ser uma boa alternativa

substituir o biodiesel proveniente de matéria-prima tradicional. Mais de 95% desse tipo de
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biodiesel é feito a partir de 6leos alimentares. Por exemplo, conforme a Tabela 1, a palma e a
soja sdo culturas cujos 6leos sdo parte vital na alimentacdo humana. Assim, desviar essas
culturas alimentares para a producdo de 6leo em grande escala de producdo de biodiesel

podera trazer desequilibrio para o mercado mundial de produtos alimenticios.

Tabela 1- Comparacdo de microalgas com outras matérias-primas de biodiesel

Matéria-prima Produtividade em  Area necessaria Teor de 6leo
(%m.m-1)
6leo (L/m?) (m?,ano-1,kg-1
Biodiesel)

Milho 172 1540 44

Soja 446 594 18
Canola 1190 223 41
Palma 5950 45 36
Microalga (teor elevado de 6leo) 136,900 2 70
Microalga (teor reduzido de 6leo) 58,700 4,5 30

Fonte: Chisti (2007) e Mata (2009)

Analisando os dados da Tabela 1, observa-se que as microalgas poderdo ser uma fonte

promissora de energia renovavel em comparagdo com as fontes de culturas oleaginosas.

2.5 CULTIVO DAS MICROALGAS

O cultivo de microalgas pode ser realizado em dois sistemas: aberto raceway (lagoas)
e fechado (fotobiorreatores). O meio de crescimento deve fornecer os elementos inorganicos
essenciais que constituem a célula de algas, por exemplo, nitrogénio (N), fosforo (P) e ferro
(CHISTI, 2007). Nas palavras de Pereira et al (2012), nos sistemas fotossintéticos a producédo
de biomassa é realizada por meio da conversdo de didxido de carbono (CO2), energia
luminosa, nutrientes inorganicos e o cultivo fotossintético permite o emprego de sistemas
abertos, a partir dos quais os cultivos estdo expostos, ou seja, em contato direto com a
atmosfera, e de sistemas fechados, em que o contato com a atmosfera é significantemente
reduzido ou inexistente.
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2.5.1 Raceway

O sistema aberto € constituido por canais de recirculacdo independentes Figura 4,
conhecidos como pistas de corrida (raceways), com profundidade que varia entre 20 cm e 30
cm. A recirculacdo e a agitagdo sdo promovidas pela acdo de pés fixas no inicio de cada lagoa
(DZUMAN, 2013).

Figura 4 — Sistema de cultivo aberto em tanque (raceway)
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Fonte: Figura A Chisti (2007) e Figura B Gaivao (2013)

Esse método de cultivo tem baixo custo para sua implantacdo, porém apresenta alguns
entraves como a baixa produtividade, exposicdo as flutuacbes diarias de temperatura e
vulnerabilidade a contaminacdo por microrganismos ou outras algas (ZHU et al, 2014;
DZUMAN, 2013).

2.5.2 Fotobiorreator

O sistema fechado para o cultivo de microalga é denominado de fotobiorreator Figura
5. Sendo ele constituido por materiais como tubos de plastico, vidro ou policarbonato, o
formato dos tubos pode ser disposto de varias formas, dependendo da adequagéo do sistema
(DZUMAN, 2013).

Nos fotobiorreatores é possivel controlar as condi¢bes de cultivo, tais como

quantidade de nutrientes, temperatura, iluminagdo e pH. Assim, esses sistemas permitem uma
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alta produtividade de biomassa quando comparados com os sistemas abertos (CHISTI, 2007;
DZUMAN, 2013).

Figura 5 - Sistema fechado de cultivo
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Fonte: Zorn (2017)

Vérios modelos de fotobiorreatores podem ser encontrados. Contudo, deve-se priorizar
os protétipos que fornecam as condicBes ideais para o tipo de cultura que estd sendo
analisada. Em geral, os fotobiorreatores constituidos por uma estrutura mais sofisticada sdo

mais versateis, porém apresentam maior custo de producdo (LOURES, 2016).

2.6 METODOS DE EXTRACAO DE LIPIDEOS

2.6.1 Método Bligh & Dyer.

O método Bligh & Dyer (1959) é uma releitura do método de Folch, de extracdo de
lipidios a partir de amostras que contém pouco teor de lipidios e uma alta proporg¢do de agua.
O método consiste nas seguintes etapas: 1 mL de amostra, adicionar 3,75 mL de 1:2
(volume/volume) de cloroformio/metanol com agitacdo vigorosa. Em seguida, adicionar 1,25
mL cloroformio em constante agitacdo até o final do preparo da mistura e em seguida

adicionar 1,25 mililitros de &gua destilada. Centrifugar a 1000 rota¢Ges por minuto, durante 5
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minutos. A fase inferior é extraida com uma pipeta de Pasteur e retira-se cerca de 90% da fase
inferior (a que contém lipidios) (BLIGH & DYER, 1959; VIDAL, 2014).

2.6.2 Método Folch

O método de Folch consiste na utilizacdo dos reagentes cloroférmio-metanol na
proporcédo (2/1). Com isso, apds a dispercdo a mistura dos reagentes € agitada durante 15 a 20
minutos. A mistura é filtatrada ou centrifugada para recuperar a fase liquida. O solvente é
lavado com 0,2 volumes com solucgdo de cloreto de sddio a 0,9 %. Depois da centrifugacédo e
de separacdo da fase superior, a fase inferior de cloroférmio contendo lipidios € evaporada a
vacuo em um rotaevaporador (FOLCH et al., 1957; VIDAL, 2014).

2.6.3 Método de extracdo Soxhlet

O método de extracdo que utiliza solventes quimicos. O 6leo € extraido por meio de
lavagens repetidas, ou de percolacdo, com um solvente organico tal como o hexano ou éter de
petroleo, sob refluxo (VIDAL, 2014). Esse processo de extracdo é intermitente, pode ser
utilizado somente com amostras sélidas, tem a vantagem de evitar a temperatura alta de
ebulicdo dos solventes, tem a desvantagem da possivel saturagdo do solvente que permanece
em contato com a amostra (CECCHI, 2003).

2.6.4 Método extracdo com fluido supercritico

A extracdo com fluido supercritico € um método inovador a partir do qual o gas CO>
sofre pressdo e aquecimento, adquirindo ambas propriedades de liquido e gas. Tal fluido

liquefeito atua como solvente, extraindo o 6leo da matéria-prima (PEREIRA et al, 2012).

2.6.5 Método de extracao por ultrassom

A sonicacdo intensa de liquidos gera ondas sonoras que Se propagam para 0 meio
liquido resultando em ciclos alternados de alta e de baixa pressdo. Durante o ciclo de baixa
pressdo, pequenas bolhas de vacuo sdo criadas no liquido. Quando as bolhas atingem um

determinado tamanho, elas entram em colapso violentamente durante o ciclo de alta pressao.
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Isto é chamado de cavitacdo. Durante a implosdo jatos de liquidos de alta velocidade e
pressdo sdo produzidos localmente. As forgas de cisalhamento resultantes quebram a estrutura

celular mecanicamente e melhoram a transferéncia de massa (VIDAL, 2014).

2.7 OBTENCAO DO BIODIESEL

Segundo Oliveira et al (2014), a producdo do biodiesel a partir das algas tem inicio na
selecdo de espécies de microalgas, considerando as condicdes especificas dos locais, bem
como a elaboracdo e a implementagdo do sistema de cultivo para o crescimento de
microalgas. Posteriormente, segue-se a colheita de biomassa e a extracao do 6leo para, depois,

se processar a producéo de biodiesel, conforme ilustra a Figura 6.

Figura 6: Etapas de obtencdo de biodiesel a partir do cultivo de microalgas
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Fonte: Zorn et al. (2017)

Loures (2016) especifica que a biomassa produzida a partir de microalgas pode ser
convertida em biocombustiveis de diferentes maneiras, que podem ser classificados em trés
subclasses: quimica, bioguimica e termoquimica. A selecdo adequada dos métodos de
conversdo é determinada pela quantidade de biomassa obtida, pela forma de energia final
desejada e pela viabilidade econémica.

No entanto, para muitos pesquisadores 0 método mais viavel é a transesterificacdo
quimica. Para Ahmad (2011), esse método € mais promissor levando em conta a alta
viscosidade do 6leo.

Para Loures (2016) e Farag et al (2011), a transesterificacdo quimica € 0 método mais
usado no processo de obtencdo do biodiesel a partir do 6leo microbiano. Para Chisti (2007), a
transesterificacdo é a reacdo dos triglicerideos com metanol, que produz ésteres de metilo de
acidos graxos, que sdo o biodiesel e o glicerol Figura 7.

Mata et al. (2009) aponta que essa reacao podera ser mais eficiente na presenca de um
catalisador, que pode ser um &cido ou uma base usada para melhorar a taxa de reacdo de

transesterificagéo.
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Figura 7 —Transesterificagcdo de 6leo para biodiesel
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Fonte: Chisti (2007)

A catalise alcalina conduz uma reacdo mais rapida e mais rentavel do que a catalise
acida nos processos de producdo de biodiesel. No entanto, como os 06leos microalgais
apresentam elevados indices de acidez, a transesterificacdo por catélise acida apresenta-se
como a rota mais adequada para a producdo de biodiesel a partir dos lipideos microalgais
(ZORN, et al., 2017).

Alternativamente ao método tradicional de transesterificacdo, um método promissor é
a transesterificacdo in situ, processo no qual a conversdo dos acidos graxos em seus alquil
ésteres ocorre diretamente na biomassa, eliminando assim a etapa de extracdo por solvente e
aliviando a necessidade da secagem da biomassa durante a colheita reduzindo drasticamente o
custo do processo (AMARO et al, 2011).

2.8 VIABILIDADE ECONOMICA DA PRODUCAO DO BIODIESEL DE MICROALGAS

De acordo Araujo et al (2012), a viabilidade econémica da producédo de biodiesel a
partir de microalgas depende da diminuicdo dos custos de producdo. De forma técnica, a
producdo de biodiesel é vidvel, porém, em termos financeiros, encontra certos entraves, uma
vez que seu custo pode ser mais elevado que a produgéo de diesel de petrdleo.

Nesse sentido, os impedimentos para a cultura em grande escala de microalgas sdo
principalmente econdmicos, pois demandam energia para o cultivo, métodos eficientes para
recuperar a biomassa de microalgas produzidos em fotobiorreactores. Além disso, séo
necessarios processos de extracdo que possibilitem a recuperagdo do 6leo de microlagas
(CHISTI, 2013).
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Os elevados custos associados ao processamento da biomassa para producdo do
biodiesel conformam-se como o ponto mais discutivel do processo, estimula-se a produgédo
por meio de financiamentos e a comercializacdo dos subprodutos séo praticas necessarias para
que o biodiesel de microalgas se torne economicamente atrativo (ARAUJO et al, 2012).

Chisti (2013) aponta que o biodiesel produzido por meio de 6leo de microalgas podera
assumir diferentes valores consoante os métodos utilizados para a sua produgdo, os quais
fazem referéncia a recuperacdo de 6leo a partir da biomassa de microalgas e a conversdo do
6leo em biodiesel. Assim, o custo de producdo da biomassa é um fator relevante para uma
avaliacdo comparativa dos fotobiorreatores e raceways para a producdo de biodiesel de
microalgas. Como base de comparagdo, no caso, existe o dleo de palma, que é provavelmente
0 6leo vegetal mais barato.

Em suma, ao considerar a necessidade de diminuicdo da dependéncia de petroleo e de
praticas salutares ao meio ambiente, a producao de biodiesel a partir de éleo de microalgas se
apresenta como uma solucdo viavel na busca por fontes alternativas de energia (KHAN et al,
2009).

2.9 METODO DE TAGUCHI

Os gréficos lineares foram desenvolvidos por Taguchi para facilitar a atribuicdo de
experimentos. Esses graficos podem ser usados para atribuir interacdes entre fatores em uma
matriz para calcular interacBes no projeto de experimentos (TAGUCHI, 1987).

Chiang (2009) evidencia que o método de Taguchi é considerado uma robusta
ferramenta matematica capaz de descobrir os parametros significativos de um processo ideal a
partir de aspectos qualitativos multiplos.

Segundo Amaral (2014), a aplicacdo do método de Taguchi consiste em:

> Selecionar as variaveis resposta a serem otimizadas;

> Identificar os fatores (variaveis de entrada) e escolher 0s seus niveis;

> Selecionar o arranjo ortogonal apropriado conforme literatura (TAGUCHI,1987);

» Executar os experimentos de maneira aleatoria para evitar a incorporagédo de erros
sistematicos;

» Analisar os resultados utilizando a relacéo sinal-ruido (S/N) e analise de variancia
(ANOVA);

>  Determinar o melhor ajuste dos parametros.
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O método de Taguchi utiliza arranjos ortogonais, que s&o tabelas organizadas em que
as colunas para as variaveis independentes sdo ortogonais. Sendo assim, com esse modelo
formam-se matrizes, visto que as combinag6es de multiplos fatores podem ser verificadas em
diferentes niveis. Essas matrizes sao organizadas para garantir que todos os fatores de todos
0s niveis sdo considerados igualmente, sendo os fatores avaliados de forma independente
(PHADKE, 1989).

O método de Taguchi é uma abordagem que mescla técnicas estatisticas, engenharia e
a andlise dos dados experimentais usando analise de variancia (ANOVA). Além disso,
fornece informacOes sobre os fatores estatisticamente significativos e seus niveis ideais para
alcangar as respostas desejadas. Por meio da ANOVA sdo comparados dois ou mais fatores,
verificando a sua significancia (teste F), bem como pode determinar quais fatores sdo
realmente mais significantes no processo ou problema em estudo. Sendo assim, é possivel
estudar um grande numero de variaveis com um pequeno ndmero de experimentos,

economizando tempo e reduzindo custos (ZORN, 2017).
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3 MATERIAL E METODO

Para Gerhardt & Silveira (2009), este trabalho pode ser classificado como uma
pesquisa aplicada com objetivos exploratérios e explicativos, sendo que a abordagem do
problema foi quantitativa e o procedimento de pesquisa adotado caracterizou a realizagéo de
experimentos, Método de Taguichi e ANOVA, expostos na Figura 8.

Figura 8 —Classificacdo da Pesquisa

I Natureza ] I Objetivos I I Abordagem I I Procedimento I

I— Aplicada Exploratorio |— Quantitativa Experimento

Explicativo

Fonte: Gerhardt & Silveira (2009)

O desenvolvimento das etapas da pesquisa pode ser observado na Figura 9, a qual
contém a primeira fase de planejamento da pesquisa, a segunda fase de realizacdo dos
experimentos, as extracfes de Oleo e, para finalizar, a terceira etapa consolidada com o0s
resultados, discussbes e concluses. As etapas desenvolvidas na metodologia seguiram a

ordem do cronograma no Anexol.



Figura 9 — Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquisa
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

3.1 LINHAGEM DA MICROALGA

36

Todos os experimentos foram realizados com a linhagem da microalga da dgua doce

Chlorella vulgaris, pertencente ao Banco de Microrganismos Aidar & Kutner do Instituto

Oceanogréafico da USP - Sdo Paulo. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de

Quimica do Instituto Federal de Roraima- Campus Novo Paraiso.
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3.1.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados na execucdo dos experimentos e na preparacdo dos
meios de cultura foram de grau padrdo analitico para microbiologia, que permitem menor
variabilidade e maior precisdo no meio de cultivo. A Tabela 2 apresenta os reagentes
necessarios para a preparacdo do Meio Bold Basal (BBM) (LOURENCO, 2006).

Tabela 2 - Reagentes utilizados para a preparacdo do meio de cultivo.

Reagentes Concentracéao
NaNOs 150¢/1
K2HPO4 7,50/1
KH2P04 17,509/I
NaOHCOs3 7,59/l
CaCl,.2H20 2,59/

MgS04.7H20 18g/1
EDTA-Na; 25¢g/1
FeClz.6H.0 29/l
H3:BO3 29/l
ZnS04.7H20 0,75¢/1
Cl2Mn.4H20 0,129/l
CuS04.5H20 0,12¢g/1
CoCl2.6H20 0,03g/I
Na:Mo00O4.2H20 0,10qg/I

Fonte: Lourenco (2006).

3.1.2 Preparo dos materiais

Para cada cultivo, todo o material de vidraria a ser usado foi lavado em &gua corrente,
rinsado com agua destilada e autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Os erlenmeyers para
cultivo estoque foram utilizados como tampa pedacos de papel aluminio. A inoculacdo das
microalgas foi realizada proximo da chama de lamparina e o cultivo em sala climatizada; a

iluminacdo foi feita com lampadas fluorescentes. As solucBes estoque utilizadas na
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preparacdo do meio de cultivo foram autoclavadas a 0,5 atm de presséo e 110°C de
temperatura (AMARAL, 2014).

Os fotobiorreatores foram escovados e lavados com agua corrente e detergente, assim
como foi adicionado hipoclorito de sdédio em solucdo para a completa desinfeccgéo.
Posteriormente, o hipoclorito de sodio residual foi neutralizado com tiossulfato de sodio
(ZORN, 2017).

3.1.3 Cepario

A manutencdo das cepas foi realizada em caixas de MDF providas com lampada
fluorescente de 15W, ligada a um reator e um temporizador, que controlava em fotoperiodo
em 12h luz/ 12h escuro em que sdo cultivadas no meio de cultivo BBM, com a finalidade de
fornecer cepas ao longo do experimento. A Figura 10 ilustra o equipamento.

As repicagens para manutencdo das cepas estoques independentes dos indcuos para 0s
experimentos, foram realizadas de acordo com o seguinte procedimento. Repicagem foi feita
em erlenmeyer de 200ml, nos quais foram sempre mantidos cinco erlenmeyers, gerados por
repicagens com intervalos entre 10 a 15 dias. As repicagens foram realizadas na propor¢éo de
1:10 (10mL da cultura antecessora para 90mL de meio de cultura novo).

Figura 10 - Desenho esquematico do Cepaério

Material:

4 F  Lampada

@ Temporizador

Caixa de
MDF

E Cepa da

@ microalga

Fonte: Loures (2016).
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3.1.4 Fotobiorreator

Foi projetado um sistema fotossintético que recebeu os cultivos de microalgas. Com
isso, foram utilizados 8 galbes de plastico de 4L, o sistema de aeracdo foi viabilizado por
meio de bombas de aquério, conectadas a um difusor (pedra porosa), para a dispersao de
microbolhas de ar no sistema. Os cultivos foram realizados em triplicatas nos
fotobiorreatores, sendo a concentracdo do inoculo de 10 % (v/v).

As iluminacGes foram feitas em dois painéis, sendo gue houve a divisao para 0s niveis
de iluminacdo, isto €, o da direita permaneceu ligado durante todo o experimento e possuia 6
lampadas fluorescentes. O painel da esquerda possuia 3 lampadas fluorescentes e mantiveram
uma iluminacdo controlada por temporizador analogico, que controlava em fotoperiodos de
12h luz/ 12h escuro, fornecidas a partir de lampadas fluorescentes de 20 W, tipo luz do dia

conforme a Figura 11.

Figura 11- Sistema de fotobiorreatores: Laboratério de Quimica do IFRR
|

Fonte: Arquivo fotogréfico da autora (2018)

3.1.5 Acompanhamento dos cultivos

O crescimento das microalgas durante os cultivos foi acompanhado por analise de
absorbéancia em espectrofotdmetro UV-VIS, selecionando o comprimento de onda de 680 nm
para a realizacdo das leituras de absorbancia para acompanhamento da reprodugdo de
microalgas e também foram realizadas analise de contagem celular por meio do microscopio
em camera de Neubauer, conforme a Figura 12 (ZORN, 2017).
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Figura 12 — Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquisa

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

3.1.6 Colheita, floculacédo da biomassa e filtracao

Apobs cerca de sete dias de cultivo nos fotobiorreatores, com aeracdo constante,
procedeu-se a etapa de colheita da biomassa que constituiu em um dreno de todo o volume
dos fotobiorreatores para baldes de polietileno, onde foi adicionado solucdo de sulfato de
aluminio na proporc¢édo de 2ml da solucéo floculante para cada litro de cultivo.

Apls cerca de 30 minutos ocorreu a separacdo das fases com a concomitante
decantacdo da biomassa. Em seguida, com a floculagdo ocorreu a retirada do excesso de agua
e, com isso, a biomassa foi filtrada a vacuo, utilizando um sistema com Kitassato e funil de
porcelana com papel de filtro, conforme as Figuras 13 (A), (B), (C) (ZORN, 2017; LOURES,
2016).
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Figura 13- (A):Biomassa floculada; (B): Filtracdo da biomassa a vacuo; (C): Biomassa
filtrada.

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

3.1.7 Determinacdo dos lipideos método Bligh & Dyer

Os de lipidios totais foram determinados segundo metodologia de Bligh & Dyer
(1959). Os lipideos foram extraidos da biomassa seca, a qual foi colocada inicialmente em um
béquer com os solventes cloroférmio, metanol e &gua na proporcdo de 1:2:0,8,
respectivamente. As amostras foram agitadas até se tornar homogéneas. Em seguida, a
mistura foi colocada em banho-maria em placa de agitacdo magnética por 3 horas. Apos esse
periodo a mistura foi filtrada em papel de filtro qualitativo. Na sequéncia, entdo, foi
descartada a massa retida. Ao filtrado foi adicionado cloroférmico e agua, bom como
colocado em uma centrifuga a 1000 rpm por 3mim, conforme as Figuras 14 (A), (B), para
promover a separacdo das fases apolar (lipidica) e polar. Depois da separacdo foi realizada a

evaporacdo do solvente em estufa a 60° C.
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Figura 14 - (A): Banho-maria com agitacdo; (B): Filtracdo e separacdo de fases

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

3.1.8 Determinacdao de lipideos método Zorn

Os lipidios totais foram determinados segundo metodologia de Zorn (2017). Eles
foram extraidos da biomassa umida a qual possuia 64% de umidade, sendo que o processo de
extracdo ocorreu em trés etapas distintas.

Etapa 1: adicionou-se de 19,4 ml de cloroférmico e 10,2 ml de metanol ao Erlenmeyer
contando a amostra hidratada, agitada manualmente por 2 minutos e agitacdo via banho de
ultrassom por 30 minutos em temperatura ambiente, conforme a Figura 15.

Etapa 2: retirada do Erlenmeyer do banho ultrassom, adi¢cdo de 10 ml de cloroférmio.
Realizou-se a agitacdo manual por 2 minutos e, em seguida, nova agitagdo ao banho de
ultrassom por 25 minutos em temperatura ambiente.

Etapa 3: retirada do Erlenmeyer do banho de ultrassom, adi¢cdo de 3,4 ml de agua
destilada, agitagdo manual por 2 minutos. Apds essa etapa foi realizada a filtracdo do
contetdo do Erlenmeyer com papel filtro. A biomassa ficou retida no papel de filtro e o
filtrado foi transferido para um funil de separacdo, no qual permaneceu em repouso até a
separagdo de fases.

Ap0s a separacdo de fases, o filtrado foi colocado em frascos que foram levados para a
estufa a 55-60 °C para evaporacdo do solvente. Finalizada a evaporacéo, os frascos foram
retirados da estufa e deixados em dessecador por 15 minutos para resfriamento em

temperatura ambiente.
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Figura 15 - Amostras em agitacdo via banho de ultrassom

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

3.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 O método de Taguchi (arranjo ortogonal L8)

Utilizou-se a matriz L8 de Taguchi para o planejamento experimental exploratério, as
variaveis (fatores) propostas foram: Aeracdo, Nitrato (NOs), Fosfato (PO4?), bicarbonato de
sodio (NaHCO:3), intensidade de luz e fotoperiodo. A Tabela 3 apresenta as variaveis e seus
parametros com os respectivos niveis selecionados. Foram utilizados esses fatores com o
intuito de obter a melhor resposta para o crescimento celular e teor de lipideos, extraido da
alga, conforme a Tabela 4, que apresenta o arranjo ortogonal da matriz L8 de Taguchi.

Tabela 3- Microalga Chlorella vulgaris, fatores da matriz L8 de Taguchi

Cadigos Fatores Nivel Baixo (-) Nivel Alto (+)
A Aeracdo 1,67 3,33
B NOs (g/l) 0,25 0,50
C PO42 (g/1) 0,35 0,65
D NaHCOs 0,25 0,50
E Intensidade de luz 0,85 14,50
F Fotoperiodo 12 24

Fonte: Elaborado pela autora (2018)
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Tabela 4- Matriz experimental segundo planejamento de Taguchi L8

Experimento Aeragdo NO3 PO,® NaHCOs Intensidade de luz Fotoperiodo

1 2 2 1 2 1 1
2 2 2 1 1 2 2
3 2 1 2 2 1 2
4 2 1 2 1 2 1
5 1 2 2 2 2 1
6 1 2 2 1 1 2
7 1 1 1 2 2 2
8 1 1 1 1 1 1

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

3.3 METODOLOGIA ANALITICA
3.3.1 Concentracao de biomassa

Para determinar a concentracdo de biomassa seca de microalgas obtida apds a
filtragem, utilizou-se a equacdo que foi elaborada de acordo com a metodologia de ZORN
(2017) e LOURES (2016), descrita no item 3.1.6.

[1=MS Onde: [ ]= concentragdo de biomassa
\ Ms= Massa seca obtida

V= volume utilizado para fazer o cultivo

3.3.2 Teor de lipideo

Para determinar o potencial da microalga, foi realizada a quantificacdo do teor de
lipideos totais presentes na biomassa seca produzida ao final dos cultivos. O percentual de
lipideos em g/100g de biomassa foi determinado pela equacao a qual foi elaborada conforme
a metodologia de Bligh e Dyer (1959), descrita no item 3.1.7., e conforme a metodologia de
Zorn (2017), descrita no item 3.1.8.

% L=MELX 100 Onde: %L= teor de lipideo

MS MFL= massa final de lipideos

Ms= massa de biomassa seca
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3.3.3 Produtividade de biomassa

A produtividade é uma das maneiras de avaliar o crescimento celular é a partir dos
calculos de produtividade em biomassa dos cultivos, dessa maneira a equacdo abaixo foi
utilizada, no qual foi elaborada de acordo com a metodologia de (ZORN, 2017; LOURES,
2016), descrita no item 3.1.6.

P = (F-1)
D Onde: P= produtividade

F= valor méax atingido de crescimento celular
I= valor inicial de crescimento celular

D = dias de cultivo

3.3.4 Analise do perfil de acidos graxo

Para a cromatografia gasosa com detector de ionizacdo por chama (CG-CID) e
separagdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi utilizado um cromatografo, segundo
metodologia da AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY - AOCS (2004). Para separacao
dos ésteres metilicos dos acidos graxos, foi utilizado um cromatografo a gas, modelo GC2010
fabricado pela Shimadzu, equipado com detector de ionizagdo por chama, coluna de silica
fundida Omegawax 250 (30m x 0,25mm d.i. X 0,25 pum de espessura do filme). O hidrogénio
foi utilizado como gas de arraste na velocidade de 30cm/seg. A temperatura da coluna foi de
50° C durante 2 minutos e, em seguida, elevada a 220°C numa razdo de 4°C /minutos e
mantida a essa temperatura por 35 minutos. As temperaturas tanto do injetor, quanto do

detector foram de 250°C e 260°C, respectivamente.



46

4 RESULTADO E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados e analisados os resultados obtidos durante o
desenvolvimento do trabalho que foi realizado em quatro etapas:

e Planejamento experimental proposto para o cultivo, de acordo com o arranjo
ortogonal L8 — Taguchi;

e Colheita e floculagéo da biomassa;

e Secagem e moagem da biomassa;

e Extracdo do lipideo da biomassa.

Todas essas etapas que compuseram o trabalho, estdo ilustradas no Figura 16.

Figura 16- Fluxograma que ilustra o esquema das etapas realizadas durante a execugdo do
trabalho

Fonte: Elaborado pela autora (2018)
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4.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR DOS CULTIVOS

Para analisar os resultados de concentracdo celular da microalga, realizou-se
experimentos em duplicata, os cultivos foram elaborados conforme o planejamento
experimental, arranjo ortogonal de Taguchi (Ls), para acompanhar o crescimento celular de
cada cultivo, o0 método de contagem celular em relagdo aos dias de cultivo foi realizado por
meio de medidas de absorbancia e tragada suas respectivas curvas analiticas. De acordo com o
planejamento os fatores avaliados, para os dois niveis de operacdo sdo: A: Aeracdo, B:
Concentracdo de (NOz g/L), C: Concentracdo de (PO.3), D: Concentracdo de (NaHCO:s), E:
Intensidade luminosa, F: Fotoperiodo.

No cultivo do experimento 01, submetido a aeracdo 3,33 L/min, 0,50 g/L de Nitrato,
0,35 g/L de fosfato, 0,50¢/L de bicarbonato de sodio, intensidade luminosa de 0,85 kluz e
fotoperiodo de 12 em 12h, observou-se a maxima densidade celular no sétimo dia, conforme

mostra a Figura 17.

Figura 17 - Curva de crescimento celular microalgal do experimento 01
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

No cultivo do experimento 02, submetido a 3,33 L/min de aeracéo, 0,50 g/L de nitrato,
0,35 g/L de fosfato, 0,25¢/L de bicarbonato de sddio, intensidade luminosa 14,50 kluz e
fotoperiodo de 24 horas, observou-se a maxima densidade celular no terceiro dia, tal como

especificado na Figura 18.
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Figura 18 - Curva de crescimento celular microalgal do experimento 02
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

No cultivo do experimento 03, submetido a aerac¢do 3,33 L/min, 0,25¢/L de nitrato,
0,65 g/L de fosfato, 0,50 g/L de bicarbonato de sddio, intensidade luminosa de 0,85 kluz e
fotoperiodo de 24h, observou-se na Figura 19, que houve um méximo crescimento celular no

terceiro dia de cultivo.

Figura 19 - Curva de crescimento celular microalgal do experimento 03
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

No cultivo do experimento 04, foi submetido a 3,33 L/min de aeragéo, 0,25 g /L de
nitrato, 0,65 g/L de fosfato, 0,25¢/L de bicarbonato de sodio, 14,50 kluz de intensidade de luz
e fotoperiodo de 12 em 12h. Observou-se a maxima densidade celular no sétimo dia,

conforme mostra a Figura 20.



49

Figura 20 - Curva de crescimento celular microalgal do experimento 04
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

No cultivo do experimento 05, submetido a 1,67 L/min de aeracéo, 0,50 g/L de nitrato,
0,65 g/L de fosfato, 0,50 g/L de bicarbonato de sddio, 14,50 kluz de intensidade luminosa e
um fotoperiodo de 12 em 12h. Observou-se a maxima concentracdo celular no quinto dia,

conforme mostra a Figura 21.

Figura 21- Curva de crescimento celular microalgal do experimento 05
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

No cultivo do experimento 06, submetido a 1,67 L/min de aeracédo, 0,50 g/L de nitrato,
0,65 g/L de fosfato, 0,25 g/L de bicarbonato de sddio, 0,85 kluz de intensidade de luz e
fotoperiodo de 24h. Observou-se a maxima densidade celular no terceiro dia, como mostra a

Figura 22.



Figura 22- Curva de crescimento celular microalgal do experimento 06
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)
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No cultivo do experimento 07, submetido a 1,67 L/min de aeracéo, 0,25 g/L de nitrato,
0,35 g/L de fosfato, 0,50 g/L de bicarbonato de sddio, 14,50 kluz de intensidade de luz e
fotoperiodo de 24h. Observou-se a maxima densidade celular no terceiro dia, tal como

evidenciado na Figura 23.

Figura 23- Curva de crescimento celular microalgal do experimento 07
Experimento 7
0,25
0,2

0,15

ABS

0,1

0,05

Dia

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

No cultivo do experimento 08, submetido a 1,67 L/min de aeracéo, 0,25 g/L de nitrato,
0,35 g/L de fosfato, 0,25 g/L de bicarbonato de sédio, 0,85 kluz de intensidade de luz e

fotoperiodo de 12 em 12h. Observou-se a maxima densidade celular a partir do quinto dia,

como mostra a Figura 24.
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Figura 24- Curva de crescimento celular microalgal do experimento

Experimento 8
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

De acordo com os graficos de crescimento de microalgas, abordados anteriormente
pode perceber, que para cada condigdo de cultivo houve um dia ideal que obteve maior
concentracdo celular. Portanto de acordo com a literatura alguns reagentes utilizados no
cultivo sdo indispensaveis para um bom crescimento.

Amaral, (2014) obteve maior crescimento celular no 16° dia de cultivo da microalga
Chlorella sp, quando empregou intensidade luminosa de 0,85kluz, 5% de CO2, e 0,25 g.L-1

de nitrogénio no meio de cultivo.

42 EFEITO DOS FATORES SOBRE A MEDIA DA VARIAVEL RESPOSTA
CONCENTRACAO DE BIOMASSA

Ap0s o periodo de cada cultivo, tal como previsto no arranjo ortogonal de Taguchi, foi
efetuada a colheita. Apds a floculacdo ocorreu a filtracdo a vacuo e, em seguida, foi levado
para estufa a 55° C para desidratacdo. Foi possivel, entdo, construir a Tabela 5. Os fatores
avaliados na matriz ortogonal de Taguchi em dois niveis de operacdo foram descritos da
seguinte maneira: A- Aeracdo, B- Nitrato (NOs), C- Fosfato (PO.3), D- Bicarbonato de sodio
(NaHCO:3), E- Intensidade de luz, F- Fotoperiodo.
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Tabela 5- Resultados obtidos para concentracéo celular (Biomassa)

Experimentos Fatores codificados Biomassa Média
A BCDEF
1 2 21 211 0,579 1,075 0,827
2 2 21122 0,432 0,396 0,414
3 2 12 212 0,837 1,014 0,925
4 2 12 121 0,077 0,560 0,319
5 1 22 221 1,876 0,410 1,143
6 1 22 112 0,335 0,827 0,581
7 1 11222 0,765 0,364 0,565
8 111111 0,438 0,202 0,320

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

De acordo com a Tabela 5, o ensaio 5 obteve melhor resultado para a concentracéo de
biomassa algal, o qual obteve a concentragdo de nitrato (0,50 g/L), concentracdo de
bicarbonato de sédio (0,50 g/L), fosfato (0,65 g/L) e fotoperiodo de 12 em 12h.

Segundo Duarte (2014), os maiores valores para o crescimento da Chlorella sdo
obtidos quando as microalgas foram cultivadas utilizando carbonato de s6dio como fonte de
carbono. De modo semelhante, os relatados de Aradjo (2005) e Chang (2012) a partir dos
quais afirmam que o contetdo de biomassa seca e o teor de lipideo para Chlorella vulgaris,
sdo maiores quando possuem o bicarbonato de sddio adicionados em seu cultivo. Para Amaral
(2014), o processo de fotossintese € significantemente relacionado com a concentracdo de
CO2 no meio de cultivo e cada espécie responde distintamente para diversas concentracdes de
CO2.

A partir desses resultados, foi utilizado o programa MINITAB para visualizar a
influéncia das interacGes sobre a variavel resposta para concentracao de biomassa microalgal

de acordo com a Figura 25.



Biomassa g/L

53

Figura 25 - Efeito dos fatores a varidvel resposta concentracao de biomassa
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

De acordo com a Figura 25, sdo apresentados os efeitos que cada fator exerce sobre a
variavel resposta. Com isso, pode-se observar a diferenca de amplitude entre os niveis dos
fatores.

Montgomery (2012) aponta que, quanto maior for a amplitude entre a reta formada
pela média da varidvel resposta no nivel baixo até o nivel alto em relag&o a reta central (reta
média), maior sera o efeito dos fatores sobre a variavel resposta. Desse modo, 0s maiores
valores para o crescimento das microalgas foram obtidos quando as microalgas foram
cultivadas utilizando bicarbonato de sdédio como fonte de carbono, no nivel alto desse fator.

No entanto, para obter o resultado de quais desses fatores possuem alguma
significancia estatistica no processo da biomassa, foi aplicada a Analise de Variancia
(ANOVA). Assim, sendo F, mostram se existiram diferencas significativas entre as médias
dos fatores estudados e os valores de p denotam o grau de confianca dos resultados

encontrados. Nesse caso, quanto maiores forem os valores de F calculados, mais significantes
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séo os fatores sobre o processo em estudo e, quanto menores forem os valores de (p< 0,05),

maior o grau de confianca, tal como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6 - Anélise de variancia para Biomassa

Fatores Seq SS df Adj MS F P
(A)Aeracio 0003835 1 0,003835 0,021241 0,887337
(B)Nitrato 0175080 1 0,175080 0,969779 0,350467
(C)Fosfato 0177620 1 0,177620 0,983851 0,347167
(D)Bicarbonato 0833706 1 0,833706 4,617960 0,060140
I(Ez)'mens'dade de  po11332 1 0,011332 0,062767 0,807801
(F)Fotoperiodo 0,003788 1 0,003788 0,020984 0,888014
Residual 1624820 9 0,180536

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

De acordo com a anélise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 6, obteve-se o0s

resultados que os fatores ndo sdo significativos a nivel de significancia de 5%. Ocorreu esse

resultado devido ha alguns sinais ruidos ocorridos durante o cultivo, como por exemplo faltas

de luz, assim fez com o resultado ndo fosse satisfatorio.

43 EFEITO DOS FATORES SOBRE A PRODUTIVIDADE DA BIOMASSA

MICROALGAL

Com base nos resultados para as concentracfes de biomassa microalgal, obtidas apds o

experimento de cada cultivo, foi determinada a produtividade de cada experimento, conforme

indica a Tabela 7.



Tabela 7 - Resultados obtidos para produtividade

Experimentos Fatores codificados Produtividade  Media
A B CDEF
1 2 21 211 0,031 0,019 0,025
2 2 21122 0,008 0,006 0,007
3 2 12 212 0,012 0,024 0,018
4 2 12 121 0,023 0,025 0,024
5 1 22 221 0,034 0,054 0,044
6 1 22 112 0,007 0,006 0,007
7 111 222 0,017 0,027 0,022
8 1 11 111 0,017 0,027 0,022

Fonte: Elaborado pela autora (2018)
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A Tabela 7 evidencia que o melhor ensaio para produtividade é o 5, quando empregou o
nivel alto para nitrato (0,50¢/L), nivel alto para fosfato (0,65g/L) e nivel alto para o
bicarbonato de sodio (0,50g/L), aeracéo e fotoperiodo ambos nos niveis baixos, com 0s
seguintes valores 1,67 L/min e 12 e 12h.

Costa (2014) encontrou resultado semelhante com maior produtividade algal e
crescimento celular quando utilizou 10% de carbono nos cultivos.

De acordo com Amaral (2014), o nitrogénio € um componente fundamental de trés
classes de substancias estruturais das células: proteinas, acidos nucléicos e pigmentos
fotossintetizantes. Se o suprimento de nitrogénio é abundante em cultivos, é possivel verificar
a tendéncia de aumento nas concentracdes de proteinas e de clorofila nas células.
Contrariamente, quando as concentragdes de nitrogénio disponiveis sdo baixas, € possivel
identificar a diminuicdo marcante da taxa de divisdo celular.

Para Bertoldi (2008), o cultivo de Chlorella, contendo 0,25 mg.L? de fosfato,
apresentou 15,7% de proteina. Entretanto, com a elevagdo da concentracdo de fosfato para
0,50 mgL? a quantidade de proteina alcangou 37%. Assim, a quantidade de K2HPO4
influencia a concentracdo de proteina.

No entanto, para Amaral (2014) a intensidade luminosa também influencia nos
resultados de produtividade, pois a luminosidade esta diretamente relacionada com o processo
de fotossintese e possui diferentes efeitos nas espécies microalgais, sendo que algumas
espécies solicitam maior ou menor energia luminosa para conduzir o processo. No entanto, o
excesso de luminosidade pode causar fotoinibicdo e morte celular. Angelo (2014) aponta 0s
fatores como a luminosidade e aeracdo sdo indispensaveis para o cultivo de microalgas, pois
afirma que uma pequena falha nesses fatores pode ter, como consequéncia, a diminuigédo da
produtividade final das microalgas cultivadas, como especificado na Figura 26.

Na Figura 26 sdo apresentados os efeitos que cada fator exerce sobre a variavel
resposta, sendo que pode ser observada uma diferenca de amplitude entre os niveis dos
fatores, houve destaque para intensidade luminosa e fotoperiodo ambos no nivel baixo para o

cultivo.
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Figura 26 - Efeito dos fatores a varidvel resposta de produtividade
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Lopes (2018) verificou que os cultivos com menor luminosidade apresentaram uma
maior fase lag, o que corresponde a um lento crescimento nos primeiros dias ap6s o inéculo.
Portanto, as microalgas mostraram uma maior produtividade de biomassa na presenca de luz
gue na auséncia. Logo, conclui que a disponibilidade de luz se apresentou como fator
essencial para o desenvolvimento da microalga, sendo o tempo de 12h de luz definido como
condicdo ideal para o cultivo em larga escala, uma vez que promoveu melhor cinética de
crescimento microalgal. Esse foi 0 mesmo tempo de horas luz, usado nesse trabalho. A anélise

de variancia na Tabela 8 confirma esse resultado.



Tabela 8 - Andlise de varincia para produtividade
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Fatores SeqSS df Adj MS F P
(A)Aeracéo 0,000105 1 0,000105 1,91385  0,199884
(B)Nitrato 0,000003 1 0,000003 0,05579  0,818570
(C)Fosfato 0,000068 1 0,000068 1,23985  0,294354
(D)Bicarbonato 0,000613 1 0,000613  11,15863  0,008654
(E)Intensidade de Luz 0,000163 1 0,000163 2,96129  0,119388
(F)Fotoperiodo 0,000946 1 0,000946  17,22467  0,002483
Residual 0,000494 9 0,000055

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Conforme a ANOVA, apresentada na Tabela 8, o fator D (concentracdo de

bicarbonato) e o fator F (fotoperiodo) sdo os mais significativos.

Para Radman, (2008) a baixa disponibilidade de carbono pode causar limitacdo do

crescimento microalgal e a adicdo de CO2 no meio de cultivo pode aumentar até 7 vezes a

produtividade.

4.4 TEOR DE LIPIDEOS

Os lipideos foram extraidos a partir de dois métodos o Bligh & Dyer (1959), sendo

que a biomassa foi desidratada para posterior extracdo e 0 método, segundo a metodologia de

Zorn (2017), a partir do qual a biomassa possuia 64% de umidade. A comparacdo dos

resultados dos métodos esta no Grafico 1.



Gréfico 1. Comparagéo entre os metodos
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Os métodos foram realizados em duplicata, para cada experimento. Segundo o Grafico

1, observa-se que 0 método de extracdo lipidica, para Zorn (2017), é aproximadamente 2,5%

mais eficiente do que quando comparado ao Bligh & Dyer (1959). Os resultados para o

método de Zorn (2017) podem ser confirmados a partir da Tabela 9, para o arranjo Ortogonal

de Taguchi.

Tabela 9 - Respostas em duplicata para teor de lipideo (%)

Experimentos Fatores codificados Teor de lipidios (%0) Media
A B CDEF
1 2 21 211 5,426 6,689 6,057
2 2 21 122 2,268 2,409 2,338
3 2 12 212 1,557 1,775 1,666
4 2 12 121 4,369 5,480 4,925
5 1 22 221 5,184 5,820 5,502
6 1 22 112 2,606 3,149 2,877
7 111222 3,972 3,995 3,984
8 1 11 111 5,424 5,966 5,695

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

A Tabela 9 mostra que o ensaio 1 obteve as melhores condi¢des para o teor de lipideo,

que apresentou os seguintes fatores no nivel alto: aeracdo (3,33 L/min), nitrato (0,50g/L) e

bicarbonato de sodio (0,50 g/L) e os seguintes fatores apresentados no nivel baixo: fosfato

(0,35g/L), intensidade luminosa (0,85 kluz) e fotoperiodo (12 e 12h).
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Bertoldi et al (2008) salienta que a caréncia de fosfato no meio produz o aumento do
teor de lipidios na composicdo da biomassa seca. Resultado semelhante também foi
encontrado nesse trabalho, pois foi utilizado baixa concentracdo de fosfato. Ghulam et al.
(2012) obteve resultado semelhante com aumento da producéo lipidica sob baixas condigdes
de fosfato no cultivo.

Antbnio (2014) observou que com a injecdo de CO2 a 5%, havendo aumento na
produtividade de biomassa até determinado valor, pode ocorrer aumento na produtividade
lipidica, porém a concentragéo de 10% de CO> causa uma diminuigéo lipidica.

Morais et al (2008) afirma que, dependendo do género e espécie de microalga
cultivada, a concentracdo de bicarbonato de sédio, no meio, pode ser variada de modo a
incrementar a biossintese de acidos graxos saturados ou insaturados, segundo a utilizacdo que
pretende dar a biomassa formada. Assim, para a producdo de biodiesel sdo desejaveis altas
concentracdes de acidos graxos saturados.

Conforme Amaral (2014), a privagdo de nitrogénio estimula o acimulo de lipideos,
fato observado na andlise dos resultados, pois indicaram que, para o acimulo de lipideos, a
concentracdo de nitrogénio deve operar no nivel baixo. Segundo a literatura, em razdo do
baixo teor de nitrogénio e conteudo de nutrientes, ocorre maior rendimento no teor de
lipideos.

A limitacdo desse reagente no meio de cultivo pode gerar um estresse fisioldgico que
altera 0 metabolismo das microalgas direcionando os processos metabdlicos para a producao
de lipideos de reserva visando preparar a célula para o periodo de privacdo (LOURES, 2016;
LING, 2011). A Figura 27 apresenta os resultados para os efeitos dos fatores utilizados no

cultivo.
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Na Figura 27 sdo apresentados os efeitos que cada fator exerce sobre a variavel

resposta, sendo que pdde ser observada uma diferenca de amplitude entre os niveis dos fatores

e houve destaque para a aeracao, bicarbonato de sodio e fotoperiodo.

Para Bertoldi et al (2008), o teor de acidos graxos poli-insaturados produzidos pela

microalga pode ser determinado pela espécie cultivada, concentracdo dos nutrientes do meio

de cultura, fluxo de aeracdo, luminosidade, tempo do fotoperiodo e a temperatura do cultivo.
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Tabela 10 - Analise de variancia para teor de lipideos

Fatores Seq SS Df Adj MS F P
(A)Aeracdo 2,35861 1 2,35861 5,75098 0,040021
(B)Nitrato 0,06392 1 0,06392 0,15586 0,702188
(C)Fosfato 2,40913 1 2,40913 5,87416 0,038379
(D)Bicarbonato 0,47221 1 0,47221 1,15138 0,311188
(E)Intensidade de Luz 0,05143 1 0,05143 0,12540 0,731408
(F)Fotoperiodo 32,00065 1 32,00065 78,02705 0,000010
Residual 3,69110 9 0,41012

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

De acordo com ANOVA, apresentada na Tabela 10, o fator A (aeracdo), o fator C

(concentracéo de fosfato) e o fator F (fotoperiodo) sdo os mais significativos.

4.5 ANALISE DO PERFIL DE ACIDOS GRAXO

A composicdo em acidos graxos do material lipidico da espécie de microalga, foi

analisada por cromatografia a gas. O resultado encontra-se no Quadro 3.



comparagdo com outros autores
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Quadro 3- Composicdo dos éacidos graxos da biomassa da microalga Chlorella vulgaris e

Acido graxo Chlorella Chlorella chlorella Chlorella
Vulgares Vulgaris Minutissima | Minutissima
(presente ADAMAKIS ZORN LOURES
trabalho) (2018) (2017) (2016)
Saturado

C 12:0 0,468 0,19 0,16

C 14:0 0,235 0,52 0,95

C 15:0 1,41 0,13 0,21

C 16:0 27,72 20,32 32,37 57,11

C17:0 0,373 0,23 0,15

C 18:0 1,49 1,67 3,75 5,92

C 20:0 1,94 4,02 3,31

Monoinsaturado

C14:1

C 16:1 0,659

C17:1 4,207 2,14 3,71 2,55

Cc18:1 3,89 0,31

C22:1 7,345 15,33 8,3 26,30

0,403
Poli-insaturado
C 18:2
C18:3 18,57 11,07 22,15 1,89
N.I. 16,41 30,11 1,22 0,22
14,88
*N.l. Nao identificado

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Segundo o perfil de &cidos graxos no Quadro 3, foi identificada maior proporcdo dos
acidos graxos (27,72%) do palmitico, (7,34%) do oleico, (18,57%) do acido linoleico e
(16,41%) do acido linolénico. Ramos et al. (2009) salienta que altas proporcdes de &cido
palmitico (C16:0) conferem propriedades importantes associadas com as qualidades do
biodiesel, como alto indice de cetano, ou seja, uma medida adimensional que indica boa
qualidade da ignicdo do combustivel.

Morais (2007) profere que as algas possuem uma grande capacidade alimenticia em
razdo dos elevados teores de insaturacdes, isto €, acidos graxos insaturados como os acidos

linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), respectivamente dmega 6 e 6mega3.



64

Vale ressaltar que a Chlorella Vulgaris cultivada a partir das condi¢des do trabalho
proposto apresentou um teor de &cido palmitico (C16:0) superior em relagdo aos encontrados
por outros autores relacionados por meio do Quadro 3, exceto em comparacdo a microalga
cultivada por Zorn (2017) e Loures (2016).

Loures (2016) e Zorn (2017) cultivaram a espécie Chlorella salina sob as condi¢6es
de cultivo /2 de Guillard adicionando CO; gasoso nas proporgdes de 2 a 5%. Zorn (2017) em
cultivo da espécie Chlorella minutissima, sob as condi¢cGes do meio de cultivo f/2 de Guillard
ndo injetou CO, gasoso ao meio de cultivo no qual obteve no total os acidos graxos, 0s
saturados totalizaram porcentagens variando de 37 a 45%.

Adamakis et al (2018) cultivaram Chlorella Vulgaris empregando meio de cultivo
BBM com niveis de nitrogénio, nivel alto com 15 mM de nitrogénio, nivel médio com 5 mM
de nitrogénio e nivel baixo de nitrogénio com 0,5 mM. Esses cultivos que obtinham poucas
quantidades de nitrogénio utilizaram elevada aeracdo para evitar o estresse de nitrato e,
consequentemente, 0 aumento do pH. Ao diminuir os niveis de nitrogénio, o conteudo lipidico
aumentou substancialmente para 21,6% em peso na amostra nivel médio de nitrato e 36,6%
em peso na amostra que continha o nivel baixo de nitrato.

Radman (2008) salienta que utilizou 12% de CO., porém sem adicdo dos gases SO2 e
NO. Com isso, observou que as baixas concentragcbes de nitrogénio sdo consideradas
condicBes Otimas para o aumento da producédo de lipidios nas cepas de Chlorella, sendo que
obteve 37% de contetdo de &cido graxo saturado.

Para Francisco (2010), o teor de lipideos da Chlorella vulgaris € superior quando
comparado com outras espécies como Dunaliella tertiolecta, Phormidium sp., Phaeodactylum
tricornutum e Scenedesmus obliquus, em geral, a produtividade e o conteudo lipidico estéo
intimamente relacionados. Sendo que o conteldo lipidico das cepas de estudadas variou de
6,3% a 27% e o melhor resultado foi para a Chlorella vulgaris com 27,0% e indica também
que a produtividade lipidica de C. vulgaris pode ser aumentada em varios casos associando o
desenho otimizado do fotobiorreator e um funcionamento continuo durante o ano.

Segundo Morais (2008), dependendo do género e espécie de microalga cultivada, a
concentracdo de CO: e a adigdo de bicarbonato de sodio, no meio, podem ser variadas de
modo a incrementar a biossintese de acidos graxos saturados ou insaturados, levando em
conta a utilizacdo que se pretende dar para a biomassa formada. Assim, para a producéo de
biodiesel, em que sdo desejaveis altas concentragdes de acidos graxos saturados, a microalga.

Ja para utilizagdo da microalga na alimentacdo, sendo que os altos teores de insaturados sao
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visados, a microalga Chlorella vulgaris cultivada com 12% de CO., apresentou 72,0% de
acidos graxos insaturados.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados alcancados foi possivel concluir que:

¢ O planejamento experimental, efetuado conforme a método de Taguchi, os obteve
como melhor ajuste para atingir as concentracbes mais consideraveis de biomassa e teor de
lipideo;

e Quanto ao processo de extracdo de lipidios, dentre os métodos de extracdo, o que
melhor atendeu as necessidades foi com o banho de ultrassom.

e A biomassa com teor de umidade de 64% atingiu rendimento mais elevado que a
biomassa desidratada em estufa;

e O perfil de acido graxo do material lipidico apresentou um resultado satisfatdrio, que
corroborou com os relatos da literatura para a microalga Chlorella Vulgares, visto que
apresentou acidos graxos (27,72%) do palmitico, (7,34%) do oleico, (18,57%) do &cido
linoleico e (16,41%) do &cido linolénico. O meio de cultivo BBM se mostrou adequado tanto
para a obtencdo de acidos graxos favoraveis a producdo de biodiesel, quanto para a obtencédo
de 4cidos graxos poli-insaturados essenciais;

¢ Obteve 0 melhor resultado para a concentragdo de biomassa algal, com concentracéo
de nitrato (0,50 g/L), concentracdo de bicarbonato de sédio (0,50 g/L), fosfato (0,65 g/L) e
fotoperiodo de 12 em 12h;

¢ O melhor resultado para produtividade foi o ensaio 5, quando empregou o nivel alto
para nitrato, nivel alto para fosfato e nivel alto para o bicarbonato de sodio, aeracdo e
fotoperiodo ambos nos niveis baixos e o resultado para o teor de lipideos foi 0 ensaio 1 que
obteve as melhores condi¢des para o teor de lipideo, visto que apresentou 0s seguintes fatores
no nivel alto: aeragdo, nitrato e bicarbonato de so6dio e os seguintes fatores que se

apresentaram no nivel baixo sdo: fosfato , intensidade luminosa e fotoperiodo.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos, sugere-se:
e Cultivar as microalgas empregando outros meios de cultivo diferentes do meio BBM;
e Desenvolver o processo de extracdo de biomassa e lipidica com finalidades

alimenticias;
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e Conforme os cultivos realizados, quantificar carboidratos, proteinas, vitaminas e
outros pigmentos;

¢ Producéo de biomassa algal para obtencéo de biocombustiveis.
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APENDICE 1- FLUXOGRAMA DE ETAPAS DESENVOLVIDAS NA PESQUISA
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Fonte: Elaborado pela autora (2018)



