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Resumo

A busca por fontes renovaveis de biocombustiveis vem crescendo a cada dia. Como exemplo temos o biodiesel, um
combustivel ndo fossil que pode substituir total ou parcialmente o diesel de petroleo sem a necessidade de adaptacéo.
Microalgas podem ser utilizadas como matéria prima para a produgdo de biodiesel devido a sua taxa de crescimento e
também por possuir elevados rendimentos de lipidios, além de grande capacidade de desenvolver em diferentes
ambientes. A utilizacdo de microalgas para producdo de biocombustiveis pode ser uma alternativa potencial e
econdmica em relacdo as outras fontes de combustiveis. Além do alto contetdo de lipidios e carboidratos, elas
apresentam um répido crescimento e alta eficiéncia na fixagdo de CO2. Desta forma este trabalho teve como objetivo
cultivar a microalga Scenedesmus sp., em diferentes regimes analisando as melhores condi¢Ges para producdo de bio-
6leo. Os ensaios foram realizados variando o meio de cultivo, luminosidade, reator, dias de cultivo e aeracdo do
ambiente totalizando 16 ensaios. Ap0s a realizacdo do experimento definiu-se que o melhor regime de cultivo das
microalgas visando porcentagem de éleo foi utilizando inoculo de 20% do volume Util em um reator horizontal, com
meio de cultivo CHU e intensidade luminosa méaxima com trés lampadas do tipo “luz do dia”, e duragdo de 30 dias,
com aeracdo e sem adicdo de vitaminas. Os efeitos associados da aeracdo, luminosidade, tempo de cultivo e meio de
cultura, apresentaram maior influéncia na producao de lipideos.

Palavras-chave: Microalgas; Otimizacdo; Producdo; Rendimento; Lipideos; Biomassa.

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24565
mailto:witter_guerra@yahoo.com.br
mailto:flaviacosta.iub@hotmail.com
mailto:isabeladias97@gmail.com
mailto:dessaqtironi@yahoo.com.br
mailto:wesley.itb@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-7251-7816
mailto:anizio@ufu.br
mailto:batistaacf@ufu.br

Research, Society and Development, v. 11, n. 1, 18411124565, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24565

Abstract

The search for renewable sources of biofuels is growing every day. As an example, we have biodiesel, a non-fossil
fuel that can totally or partially replaces petroleum diesel without the need for adaptation. Microalgae can be used as
raw material to produce biodiesel due to its growth rate and for having high lipid yields, in addition to its great
capacity to develop in different environments. The use of microalgae to produce biofuels can be a potential and
economical alternative in relation to other fuel sources. In addition to the high content of lipids and carbohydrates,
they show rapid growth and high efficiency in fixing CO,. Thus, this work aimed to cultivate the microalgae
Scenedesmus sp. in different regimes, analyzing the best conditions to produce bio-oil. The tests were carried out
varying the culture medium, light, reactor, days of cultivation and aeration of the environment, totaling 16 tests. After
carrying out the experiment was decided that the best microalgae cultivation regime aiming at a percentage of oil was
using an inoculum of 20% of the useful volume in a horizontal reactor, with CHU culture medium and maximum light
intensity with three “light” lamps how daylight, and duration of 30 days, with aeration and without vitamins addition.
The associated effects of aeration, luminosity, cultivation time and growth medium, had a greater influence on the
production of lipids.

Keywords: Microalgae; Optimization; Production; Performance; Lipids; Biomass.

Resumen

La bdsqueda de fuentes renovables de biocombustibles crece dia a dia. Como ejemplo tenemos el biodiésel, un
combustible no fésil que puede sustituir total o parcialmente al diésel de petréleo sin necesidad de adaptacion. Las
microalgas pueden utilizarse como materia prima para la produccion de biodiesel por su tasa de crecimiento y también
por tener altos rendimientos de lipidos, ademas de su gran capacidad para desarrollarse en diferentes ambientes. El
uso de microalgas para la produccion de biocombustibles puede ser una alternativa potencial y econémica en relacion
con otras fuentes de combustible. Ademéas del alto contenido de lipidos y carbohidratos, muestran un rapido
crecimiento y una alta eficiencia en la fijacion de CO,. Asi, este trabajo tuvo como objetivo cultivar la microalga
Scenedesmus sp., En diferentes regimenes, analizando las mejores condiciones para la produccion de bioaceite. Las
pruebas se realizaron variando el medio de cultivo, luz, reactor, dias de cultivo y aireacion del ambiente, totalizando
16 pruebas. Luego de realizar el experimento, se determind que el mejor régimen de cultivo de microalgas para
porcentaje de aceite fue utilizar un in6culo del 20% del volumen (til en un reactor horizontal, con medio de cultivo
CHU y maxima intensidad luminica con tres lamparas “light” tipo el dia, y duracion de 30 dias, con aireacion y sin
adicién de vitaminas. Los efectos asociados de aireacion, luminosidad, tiempo de cultivo y medio de cultivo, tuvieron
una mayor influencia en la produccioén de lipidos.

Palabras clave: Microalgas; Mejoramiento; Produccion; Rendimiento; Lipidos; Biomasa.

1. Introducéo

Atualmente pesquisadores tem se preocupado com as questdes ambientais, devido a alguns fatores de grande
importéncia, um deles se refere ao imenso consumo de combustiveis fosseis para atender a necessidade de energia causando
grandes problemas ambientais (Lima, Porto & Freitas, 2018).

Com o grande consumo, a necessidade de outras formas de energia se torna necessarias. Fontes alternativas de energia
sdo pesquisadas em todo o mundo visando encontrar uma solugéo para tal problema. Uma das alternativas para que a poluicdo
possa ser reduzida em nivel global é a substituicdo do petréleo. A preocupacdo com a poluicdo ambiental e a emissdo dos gases
do efeito estufa na atmosfera reforcam cada vez mais a importancia da producdo e comercializacdo dos biocombustiveis
(Galina et al., 2020).

A busca por fontes que podem ser consideradas renovaveis para a producéo de biocombustiveis crescem a cada dia no
mundo. Essa busca da sociedade se deve principalmente devido aos problemas ambientais, como as emissfes de gases que sdo
oriundos da queima de combustiveis fosseis. O fornecimento de combustiveis ndo renovaveis como o petréleo exigem novas
descobertas de fontes alternativas que devem ser renovaveis e sustentaveis (Silva et al., 2019).

Dessa forma, biocombustiveis produzidos a partir de algas (ou microalgas) surgem como uma nova alternativa,
ganhando espaco no mercado, considerando seus indmeros beneficios como sustentabilidade, facil reprodutibilidade e
ambiente favoravel ao cultivo. A partir da biotecnologia, o desenvolvimento de metodologias eficazes ajudara os
biocombustiveis a ocupar espaco no mercado com fonte sustentdvel. A cultura de algas depende da eficiéncia com que
converte a luz solar em biomassa e lipidios (Benedito, Porto & Freitas, 2019).
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Visando avaliar o desempenho das microalgas, o presente trabalho teve como objetivo cultivar a espécie de microalga
Scenedesmus sp. e seu potencial metabélico empregando diferentes regimes de cultivo avaliando o aumento na eficiéncia de

producdo de lipideos e biomassa.

2. Metodologia

Para a producdo de lipideos a partir de microalgas foi utilizada uma espécie de Scenedesmus. Todos os testes com as
culturas foram realizados no laboratério de biocombustiveis green chemistry (LABIOGREENC), da Universidade Federal de
Uberlandia — Campus Pontal em Ituiutaba—MG. As amostras de Scenedesmus sp. foram cedidas pelo Instituto Luterano de
Ensino Superior de Itumbiara — ILES/ ULBRA, curso de Quimica — Itumbiara — GO. As microalgas foram mantidas em um
sistema de cultivo dotadas de um fotoperiodo de 12 horas e temperatura ambiente proxima a 25°C.

Para determinar as condicdes 6timas de produgdo de biomassa e crescimento das microalgas, foi empregado um
planejamento fatorial fracionario (PFF), uma ferramenta estatistica que possibilita a determinacéo das variaveis experimentais
que afetam, de forma importante e significativa, o rendimento de lipideos no crescimento das microalgas. A Tabela 1 apresenta
as variaveis e os niveis estudados no PFF 251,

Tabela 1 - Varidveis e niveis estudados no crescimento de microalgas (Scenedesmus sp.)

Variaveis Niveis
(+) ()
A Meio de cultivo Guillard Chu
B Quantidades de ldampadas 3 2
C Tipos de reatores Horizontal Vertical
D Dias de cultivo 30 dias 15 dias
E Presenca de aeracéo Néo Sim

Fonte: Autores (2021).

Barros Neto et al. (2001) afirmam que a organizacdo do planejamento fatorial deve obedecer as relacdes geradoras
que, por sua vez, deverd apresentar o nimero de fatores que comp8em o termo mais curto presente nessas relagdes que &, por
definicdo, a resolugdo do planejamento. Dessa maneira o0 planejamento fatorial fracionario foi definido como 2%1. Foram
realizados 16 experimentos, com a relagdo geradora, ou seja, a variavel teve sua geracdo baseada na interacdo AXBXCxDXE. A

matriz de planejamento é apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Matriz de planejamento fatorial fracionario 252,
Ensaios A B C D E

1 i i - - -
2 P
3 -
4 + + - - -
5 . . + - +
6 . P ;
7 . .+ - ;
8 + + + - +
9 R R - + -
10 + . - + +
11 . . - -
12 + + - + -
13 . . + + +
14 N . + + ;
15 ) N + + ;
16 + + + + +

A: meio de cultivo, B: quantidade de lampadas, C: tipo de reator, D: dias de cultivo, E: Presenga de aeracéo.
Fonte: Autores (2021).

Os ensaios foram realizados aleatoriamente mantendo a conformagéo do planejamento fracionario 25, apresentado na
Tabela 2. Cada linha da Tabela 2 correspondeu a uma combinagdo dos niveis das 5 varidveis estudadas, tendo dessa forma 16
respostas para rendimento de biomassa, porcentagem de 6leo e crescimento celular sob condi¢des diferentes. Nesta primeira
etapa da otimizagdo, a finalidade foi selecionar as varidveis que mais afetam a porcentagem de lipideos na producdo das
microalgas. Com os resultados de porcentagem de lipideos obtidos, os efeitos de cada variavel na resposta foram calculados
segundo as diferengas entre as médias aritméticas de porcentagem de lipideos em cada nivel estudado (-) e (+) de acordo com a
Equacéo 1.

Ef(i) = Média das respostas no nivel (+) — média das respostas no nivel (-) Equacdo 1.
Em que: Ef(i): efeito da varidvel i, nivel (+) e nivel (-) s@o as condi¢Bes experimentais de cada varidvel de acordo com a Tabela
1.

As microalgas foram dispostas em cinco prateleiras, distribuidas uniformemente e iluminadas com 3 lampadas do tipo
“luz do dia”, com fotoperiodo de 12/12 h. Os reatores horizontais estavam dispostos nas prateiras A, B, D e E, e as lampadas
localizadas na parte superior de cada um dos suportes. Os reatores verticais estavam dispostos na prateleira C e as lampadas na

parte posterior dos reatores como apresentado na Figura 1.
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Figura 1- Esquema da unidade experimental de cultivo
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Fonte: Autores (2021).

O ajuste de tempo para exposicdo luminosa foi adequado em um “Timer” situado na prateleira B da unidade de
cultivo. O fotoperiodo foi de 12/12h luz/escuro de acordo com Cartas (2018). O sistema de aeracgdo tinha como objetivo fazer a
homogeneizacdo do meio com as microalgas mediante agitacdo constante.

Para realizar o crescimento das microalgas, o planejamento experimental foi realizado, visando, inicialmente,
verificar quais as varidveis experimentais que mais afetam o crescimento das algas €, em seguida, estabelecer os niveis 6timos
dessas varidveis. As condicfes experimentais estudadas foram definidas de acordo com o disposto na literatura realizando
comparacdes entre as variaveis: meio de cultivo Guillard (1975) ou o meio Chu (Chu, 1942; Dario et al., 2016); unidade
experimental dotada de trés lampadas fluorescentes do tipo “luz do dia” em todas as prateleiras ou duas lampadas com
fotoperiodo de 12/12 horas luz/escuro; reatores foram utilizados de acordo com Borges (2014), utilizando os reatores
horizontais do tipo bandeja (Prateleiras A, B, D e E) e reatores verticais (Prateleira C) de acordo com a Figura 1; dias de
cultivo: 15 dias ou 30 dias; ambientes dispostos com reatores com aeragao ou sem areacao.

Os reatores horizontais e verticais eram fechados com filme plastico de PVC para diminuir a evaporagdo da agua
dos meios de cultivo, tipo coberto. O volume total dos reatores horizontais era de 1,5 litros e 0 dos reatores verticais era de 2,5
litros, porém foram utilizados em ambos o volume Util total de 1 litro. Ap6s a finalizagdo dos dias de cultivo adotados pelo
modelo experimental, as amostras dos reatores foram centrifugadas em sua totalidade pelo sistema da marca Aaker, utilizando
um campo centrifugo de 7808 g por minuto. Seguindo o modelo experimental de Borges (2014) as amostras foram retiradas e
colocadas em um béquer previamente pesado e todo o material levado para a secagem em uma estufa por 48 h a 80 °C.

Posteriormente, o material foi novamente pesado, para obter a determinacéo da biomassa final como mostra a Figura 2.
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Figura 2 - Determinacdo da biomassa seca.

Reator horizontal Centrifugacio Secagem a 80° C/48 h

Fonte: Autores (2021).

Folch et al. (1957) apresentam um método de determinagdo da quantidade de 6leo e teor de lipideos que foi descrito
posteriormente por Oliveira (2019) e adotado neste trabalho. A biomassa depois de seca foi macerada com 20 mL de
cloroférmio e 10 mL de metanol, como mostra a Figura 3A. A mistura obtida resultante da biomassa macerada com metanol e
cloroférmio, foi colocada em um erlenmeyer de 250 mL e levado ao banho ultrassdnico (Quimis) a 40 kHz por 90 min, Figura
3B. Posteriormente, a amostra foi colocada em tubos de centrifugacdo do tipo Falcon e submetida a centrifugacdo a 4800 rpm

por 8 min.

Figura 3 - Procedimento inicial para determinacdo da quantidade de dleo e lipideos: maceracdo da biomassa com

reagentes especificos (A), processo de banho e centrifugagdo do material obtido (B).

@> D
20 mL de Cloroformio ?} 10 mL de Metanel
Biomsassa macerada Banho ulrassimico a 40 kHz por 9 minutos Centrifuga 2 4500 rpm por 8 minutos

Fonte: Autores (2021).

Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado e alocado em funil de separacéo e adicionadas a mistura 6 mL de
solucdo KCI 0,88 % (Figura 4A). A solucdo passou por uma agitacdo com a formacdo de duas fases. A fase inferior contendo
os lipideos e a fase superior hidrofébica. Posteriormente, foram adicionados aos lipideos 2 mL de metanol e 2 mL de agua

destilada seguida de agitacdo.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24565

Research, Society and Development, v. 11, n. 1, 18411124565, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24565

Figura 4 - Procedimento para determinacdo da quantidade de 6leo e lipideos: adicdo de KCI (A), acréscimo de metanol

e 4gua destilada (B).

2 A
@ Lipideos B
T. g KCl1 .
@ Metanol 2 mL Agua destilada 2 mL

Wé 'l Lipideos A
Lipideos + KC1 P @

T

Fonte: Autores (2021).

Agitacio

Novamente, o sobrenadante foi retirado e a fase excedente foi filtrada com Na;SO4 e disposto em um béquer
previamente pesado (Figura 5A). Posteriormente, o béquer foi colocado em uma capela de exaustdo onde o solvente residual
que restava no béquer passou pelo processo de evaporacdo por 48 h e os lipideos restantes no béquer pesados e contabilizados

como teor de oleo final.

Figura 5 - Procedimento final de extragéo de 6leo: filtracdo com sulfato de sddio anidro (A) e evaporacdo dos solventes

em uma capela de exaustdo (B)

A Na2S04
Retirar o sobrenadante W
/ , Lipideos
] 0
S
Filtracio com Na2S04

B

)
—

Lipideos

Capela de fluxo exaustio

Fonte: Autores (2021).
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Para determinar o teor de 6leo final em porcentagem da massa foi adotada a Equacéo 2.

TL(%) = (MO / MB) x 100 Equacdo 2
Em que: TL: teor de lipideos, expressa em porcentagem (%); MO: massa de 6leo produzida, expressa em gramas (g); MB:

massa da biomassa, presente em 1 L de meio de cultivo (g).

3. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos no experimento do planejamento fatorial fracionario, com relacdo ao teor de lipideos,
quantidade de 6leo produzido e biomassa seca dos reatores verticais e horizontais estdo apresentados na Tabela 3. Com base
nos resultados apresentados verifica-se que os maiores valores dispostos em porcentagem para rendimento de 6leo sdo com os
reatores dotados de aeragdo, nos ensaios 1, 4, 6, 9, 12, 14 e 15, com os valores de 17,99 %, 14,17 %, 12,56 %, 18,19 %, 15,53
%, 13,34 % e 19,84 %, respectivamente. Porém deve-se salientar que alguns reatores especificos como os reatores 5 (11,31 %)

e 11 (12,71 %) apresentaram bons resultados em rendimento de 6leo mesmo sem a presenca de aeragéo.

Tabela 3 - Resultados para o teor de lipideos, quantidade de dleo produzido e biomassa para Scenedesmus sp.

Ensaios Biomassa seca Quantidade de 6leo Teor de lipideos
(gL produzido por reator (g)  extraido das células (%)
1 0,5529 0,0994 17,99
2 0,7084 0,0630 8,90
3 1,4250 0,1054 7,39
4 0,1834 0,0026 14,17
5 1,0280 0,1162 11,31
6 0,1489 0,0187 12,56
7 1,8130 0,1426 7,87
8 1,2532 0,0892 7,12
9 1,6441 0,2990 18,19
10 0,6387 0,0378 5,92
11 1,2533 0,1593 12,71
12 1,0951 0,1700 15,53
13 0,9728 0,0603 6,20
14 0,7602 0,1014 13,34
15 0,6154 0,1220 19,84
16 1,2931 0,1073 8,30

Fonte: Autores (2021).

De acordo com Borges (2014) valores acima de 10 % de teor de lipideos extraido das células séo valores aceitaveis
guando existe uma otimizacdo de processos de cultivo de microalgas. Dessa forma, para um melhor aprimoramento da
otimizagdo dos processos de cultivo, os resultados e estudos das variaveis foram otimizados para melhores resultados.
Posteriormente, foram realizados os céalculos dos efeitos das varidveis estudadas e suas interagdes sobre o teor de lipideo,

conforme a Matriz Z do planejamento apresentada na Tabela 3. As respostas deste experimento foram para porcentagem de
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lipideos extraido das células. Posteriormente foi realizada a matriz de planejamento de experimentos realizada para a
otimizacdo dos processos de producdo de lipideos por reator extraido das células.

Para a construcao do gréafico Z (Figura 6) foram calculadas as interacdes entre os efeitos resultando em um total de 16
efeitos. Nos cinco principais, as interacBes de dois fatores, interacdo de trés fatores e uma interagdo entre os cinco fatores.
Barros Neto et al. (2001) afirmam que para se realizar os calculos de efeitos de interacdo entre as varidveis, multiplica-se os
sinais dos niveis de cada elemento, realizando as interagOes pela multiplicacdo de duas em duas e depois das demais. Os efeitos
das interacdes principal, entre dois fatores, entre trés fatores e entre todos os fatores que estdo apresentados na Figura 6.

De acordo com os valores de efeito, a presenca de aeragdo, dentro do estudo apresentou uma maior influéncia na
producéo de lipideos para o cultivo de microalgas. Em sequéncia o efeito de interacdo luminosidade e tempo de cultivo (Efeito
24), e o efeito de interacdo de meio e luminosidade. Os demais efeitos apresentam menor influéncia em relacdo a producéo de

lipideos.

Figura 6 - Grafico normal de efeitos para a producao de lipideos em cultivo de microalgas.

N

4

v Y v v v T
8 6 <4 4 0 2 o

Efeto (% lipideos)

1= meio de cultivo, 2= luminosidade, 3= tipo de reator, 4= tempo de cultivo, 5= presenca de aeracao
Fonte: Autores (2021).

Vieira, Assuncdo & Faria (2018), afirmam que os valores de efeitos mais dispersos de um valor padronizado (Z) igual
a zero sdo estatisticamente significativos, e aqueles que se aproximam deste valor ndo possuem influéncia significativa na
resposta. No circulo estdo os valores de efeito menos significativos, incluindo as variaveis meio de cultura, tempo e
luminosidade.

A partir das respostas obtidas no planejamento experimental com os melhores resultados fica evidente que a varidvel 1
(meio de cultivo), obteve o valor de -1,95, ou seja, 0 meio de cultivo Chu influéncia positivamente o rendimento de lipideos
para o cultivo de microalgas. A variavel 2 (Luminosidade) apresentou o valor de -0,19, o que demonstra que a incidéncia
luminosa com maior (3 lampadas) ou menor (2 lampadas) ndo foi significante para os resultados. A variavel 3 (Reator) teve
como resposta o valor de -1,78, o que demonstra que o reator vertical causou uma maior influéncia no rendimento de lipideos
que o reator horizontal. O fator tempo ficou com o valor de 1,59 onde a maior quantidade de dias de cultivo foi melhor para a
resposta final.

Dentre todas as variaveis discretas que este trabalho avaliou, a que mais se destacou foi a varidvel 5 (Aeragdo) que se
encontra com valor negativo no grafico normal de efeitos o que significa que a presenca de aeracéo se faz necessaria e que ela
é altamente eficaz na resposta do experimento em porcentagem de lipidica. A luminosidade e o tempo de cultivo (24)

apresentam os efeitos de interacdo com valor positivo, ou seja, o cultivo de 30 dias com uma maior incidéncia de luz pode

9


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24565

Research, Society and Development, v. 11, n. 1, 18411124565, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24565

favorecer o metabolismo de lipideos. Os efeitos de interacdo entre 0 meio e a luminosidade (12) estdo representados com
valores negativos o que demostram que a maior luminosidade em menor tempo de cultivo apresentou resultados também

promissores.

4. Concluséo

A partir dos resultados do planejamento fracionario 25! é possivel concluir que a otimizagdo dos reatores se faz
necessaria pois alguns resultados ainda podem ser melhorados visto que a espécie de microalga Scenedesmus sp., pode ter um
rendimento de 6leo superior a 30 %, onde a literatura apresenta bons resultado de rendimento de 6leo a partir de 10% podendo
superar 0s 30 %. Ficou claro, a partir dos resultados obtidos, que os reatores dotados de aeragdo obtiveram valores superior a
quase todos os reatores sem aera¢do com valores de 7,12 % até valores com 19,84 %. O efeito reator ndo apresentou grande
influéncia em relacéo a resposta dos experimentos o que demostra que a utilizacdo dos reator horizontal ou vertical para o
cultivo da microalga Scenedesmus sp. é facultativo para massa de lipideos, porém o reator vertical apresenta maior valor de
efeito -1,78. Pode-se notar que os efeitos aeragdo (-), luminosidade e tempo (+), meio e luminosidade (-), apresentaram uma
maior influéncia na producéo de lipideos em relacdo aos outros 13 efeitos e que continuar o cultivo utilizando a otimizacdo dos
resultados positivos até o momento pode acarretar em uma maior influéncia positiva na resposta para producgdo de lipideos.
Mais testes ainda precisam ser feitos para que se possar determinar os melhores pardmetros de cultivo para a microalga
Scenedesmus sp., pois sabe-se que a incorporacdo de algumas varidveis podem aumentar gradativamente o valor de
porcentagem de lipideos, tais como temperatura e adi¢ao de vitaminas nos regimes de cultivo.
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