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RESUMO

Microalgas tém sido apontadas como fonte promissora de matéria-prima
para biodiesel devido a caracteristicas como rapido crescimento e
elevado teor de lipidios. Entretanto, diversos gargalos tecnoldgicos
dificultam sua producdo em escala industrial. A separacdo da biomassa
do meio de cultura é uma das dificuldades que eleva o custo de
producdo do biodiesel. O objetivo deste estudo foi determinar a
eficiéncia de separagdo da biomassa de microalgas através de floculagdo
e o efeito desta metodologia no teor de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMES) da biomassa. Amostras de culturas de Phaeodactylum
tricornutum (PTR) e Nannochloropsis oculata (NOC) foram coletadas
nas fases estacionaria e exponencial, e submetidas aos tratamentos em
trés valores de diluicdo da biomassa para cada fase (0, %, e ¥4). Para
separacdo da biomassa foram utilizadas trés concentrac@es (5, 7,5 e 10
mg.L™) de floculante de poliacrilamida catiénica (PAC) e um tratamento
(N) elevando o pH do meio até 10,5 com o emprego de hidroxido de
sodio (NaOH). O tempo de sedimentacdo das culturas apés aplicagdo
dos tratamentos foi de 15 min. Analises de 4cidos graxos e FAMEs da
biomassa de PTR foram realizadas na fase estacionaria. Nenhuma das
doses de PAC resultou na formacdo de flocos de NOC, e a separagdo
utilizando NaOH foi eficiente em EN-0 (93,84%) e SN-0 (86,07%). Para
PTR a utilizagdo de NaOH resultou em valores de eficiéncia entre
94,82% (SN-Y4) e 99,40% (SN-0), e com PAC entre 98,55% (S5-Y4) e
99,95% (S10-0). Analises de acidos graxos totais de PTR apresentaram
acidos graxos predominantemente monoinsaturados (49,37%) com a
utilizacdo de PAC e saturados (70,40%) com utilizacdo de NaOH. O
rendimento em FAMEs da biomassa separada com NaOH foi 21,7%
menor do que o maior rendimento obtido no tratamento S7,5-0. Devido
a ser a menor dose, e possuir a mesma eficiéncia que as doses maiores,
sugerimos, para PTR, a utilizacdo de 5 mg.L™ de PAC na fase
estacionaria e sem diluir a biomassa. Para NOC, o PAC ndo foi eficiente
nas doses testadas e o NaOH deve ser utilizado sem diluicdo da
biomassa. Entretanto, devido a influéncia do NaOH nas classes de
acidos graxos da biomassa de PTR e no rendimento em FAMESs, ndo
aconselhamos seu uso.

Palavras-chave: Nannochloropsis oculata, Phaeodactylum tricornutum,
Separacdo, Biomassa, Floculagdo, Biodiesel.






ABSTRACT

Microalgae have been identified as a promising source of raw material
for biodiesel, due to characteristics such as rapid growth and high lipid
content. However, some barriers affect their production at industrial
scale. The difficulty of biomass dewatering is a barrier which increases
the biodiesel production cost. The aim of this study was determine the
harvesting efficiency of microalgae biomass through flocculation and
the effect of this methodology in the content of fatty acid methyl esters
(FAMES) from biomass. Culture samples of Phaeodactylum tricornutum
(PTR) and Nannochloropsis oculata (NOC) were collected at the
exponential and stationary phases, and submitted to the treatments in
three values of biomass dilution for each phase (0, %, and ¥). For
biomass harvesting, three treatments with different concentrations (5,
7.5 and 10 mg L-1) of cationic polyacrylamide flocculant (PAC) were
used and a treatment (N) was made by raising the pH of the medium to
10.5 with sodium hydroxide (NaOH). The sedimentation time of the
cultures after treatments application was 15 min. Analysis of fatty acids
and FAMEs from PTR biomass were performed at stationary phase.
None of the PAC doses resulted in formation of NOC flake, and the
harvesting using NaOH was efficient in EN-O (93.84%) and SN-0
(86.07%). For PTR, NaOH utilization resulted in values of efficiency
between 94.82% (SN-%4) and 99.40% (SN-0), and with PAC between
98.55% (Sh-¥4) and 99.95% (S10-0). Analysis of total fatty acids from
PTR biomass presents predominantly monounsaturated fatty acids
(49.37%) with the use of PAC and saturated (70.40%) with the use of
NaOH. The FAMEs yield of biomass harvested with NaOH was 21.7%
lower than the highest yield obtained in the treatment S7.5-0. Due to be
lower and have the same efficiency as the higher doses, we suggest the
use of 5 mg L™ of PAC at the stationary phase and without biomass
dilution, for harvesting PTR. For NOC, the PAC was not efficient at the
tested doses and NaOH should be used without biomass dilution.
However, due to the influence in the fatty acids class and in FAMEs
yield, from PTR biomass, we do not recommend the use of NaOH for
harvesting.

Keywords: Nannochloropsis oculata. Phaeodactylum tricornutum.
Harvesting. Biomass. Flocculation. Biodiesel.
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1 INTRODUCAO

Microalgas sdo micro-organismos unicelulares fotossintéticos,
que transformam energia solar, agua e dioxido de carbono (CO,) em
biomassa e oxigénio. As microalgas também sintetizam diferentes
pigmentos, vitaminas, compostos bioativos, e podem acumular elevado
teor de lipidios e proteinas (DERNER et al., 2006).

A maior parte da biomassa de microalgas cultivada ¢ utilizada na
aquicultura comercial como alimento vivo para moluscos, camardes,
peixes e organismos zooplanctonicos, que por sua vez também servem
de alimento para larvas de peixes e crustaceos (DERNER et al., 2006;
CONVERTI et al., 2009).

Outros usos comuns da biomassa de microalgas sdo na
suplementacdo da alimentagdo humana e na inddstria de cosméticos. Seu
uso na alimentacéo ocorre geralmente através de produtos nutracéuticos,
devido ao fato de serem ricas em compostos bioativos e acidos graxos
Omega 3 e 6, principalmente os &cidos docosahexaenoico (C22:6) e
eicosapentaenoico (C20:5), sendo comercializados na forma de
comprimidos e capsulas (BANERJEE et al., 2012). Devido a sua ampla
gama de compostos bioativos, as microalgas sdo comumente
adicionadas a cosméticos, na forma de cremes e pomadas (SPOLAORE
et al., 2006).

Com a crescente demanda energética e a deplegdo das fontes de
combustiveis fdsseis, hd a necessidade de se encontrar alternativas
sustentveis de geracdo de energia. As principais alternativas para
substituir os combustiveis usados no transporte sdo 0s biocombustiveis,
como o bioetanol, biodiesel e bio-hidrogénio (TAHER et al., 2011;
TAYLOR; RAND; CALDWELL, 2012). Dentre estes biocombustiveis,
o0 biodiesel tem recebido grande atengdo nos Gltimos anos, por ser um
combustivel de fonte renovavel e menos poluente que o diesel de
petréleo. O biodiesel € comumente produzido através do processo de
transesterificacdo, no qual o metanol é utilizado para reagir com 0s
triglicerideos, produzindo glicerol e ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs, na sigla em inglés), que constituem o biodiesel (CHISTI,
2007). O biodiesel é usualmente produzido a partir de éleo de soja,
mamona, amendoim, canola, dendé, milho, gordura animal, entre outros
(WHFFELS; BARBOSA, 2010; COSTA; MORAIS, 2011). Entretanto,
estas fontes ndo tém realmente a capacidade de satisfazer a demanda por
combustiveis, uma vez que areas cada vez maiores de cultivo seriam
necessarias (DANQUAH et al., 2009). Por este motivo, as microalgas
tém recebido consideravel atencdo na Ultima década, uma vez que seus
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lipidios sdo uma promissora fonte de matéria-prima para a producdo de
biodiesel, sendo, segundo alguns autores, a Unica fonte renovavel capaz
de substituir completamente o diesel fossil (CHISTI, 2007; COSTA;
MORAIS, 2011; OLTRA, 2011).

Algumas das vantagens das microalgas sdo a capacidade de
duplicar sua biomassa em um periodo de 24 horas (CHISTI, 2008) e
possuir teor lipidico entre 20% e 50% da biomassa seca (SPOLAORE et
al., 2006; CHISTI, 2007), sendo que o acumulo de lipidios ocorre
normalmente nas microalgas quando ha a deple¢do de algum nutriente
do meio de cultura (BRENNAN; OWENDE, 2010).

A utilizagdo de microalgas como fonte de matéria-prima para
producdo de biodiesel reduz a competicdo por &reas agricolas proprias
para a produgdo de alimento (CHISTI, 2007). Além disso, as microalgas
podem tolerar uma gama de condi¢cbes ambientais extremas,
possibilitando que os cultivos sejam desenvolvidos em areas imprdprias
para agricultura convencional, 4reas com reservas de agua salobra ou
mesmo  utilizar efluentes domésticos, industriais e aquicolas
(CONVERTI et al.,, 2009; COSTA; MORAIS, 2011). Também, as
microalgas fixam eficientemente CO,, assim, o desenvolvimento dos
cultivos poderia colaborar com a biofixacdo deste gas, reconhecido
como um dos principais causadores do Efeito Estufa (COSTA;
MORAIS, 2011).

Apesar de ser tecnicamente viavel, o biodiesel produzido através
de éleos microalgais ainda ndo é comercializado, mas o cenario futuro é
promissor (CHISTI, 2007; HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).
Isto ocorre devido a barreiras que afetam a viabilidade econémica da
producdo de biodiesel a partir de microalgas (OLGUIN, 2012). De
acordo com Chisti (2007), a eliminacdo da dependéncia de combustiveis
fésseis e a garantia da sustentabilidade ambiental requer uma reducédo
substancial do custo de producdo do biodiesel microalgal para torna-lo
competitivo com o diesel.

Segundo Scott et al. (2010) as principais barreiras para a
producdo do biodiesel de microalgas envolvem:

- a selecdo de cepas microalgais, que devem possuir rapido crescimento,
elevado teor de lipidios e, principalmente, alto teor de FAMES;

- a forma ideal de cultura, desde a sele¢do do cultivo em raceways ou
fotobiorreatores, até meios de cultura e nutrientes utilizados;

- a escolha do método mais eficiente de separacdo da biomassa do meio
de cultura;

- a escolha do processo de extracdo dos compostos da biomassa
microalgal.
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Dentre as dificuldades listadas, um dos maiores gargalos da
producdo industrial € a necessidade de separacdo da biomassa de
microalgas do meio de cultura (DANQUAH et al., 2009; BHAVE et al.,
2012). Esta dificuldade esta relacionada a baixa biomassa alcangada nos
cultivos, que sdo muito diluidos, com concentracdes entre 0,1 e 3,0 g.L™
de biomassa seca (CASTRILLO et al., 2013), e com o tamanho
microscopico das microalgas, geralmente entre 3 e 30 um (BEUCKELS
et al., 2013). Essas caracteristicas fazem com que grandes volumes de
cultura tenham que ser processados para separar uma pequena biomassa
de microalgas.

Outras duas caracteristicas das microalgas que dificultam a
separacdo da biomassa, por prevenirem a sua agregacao e sedimentacéo,
sdo sua carga superficial geralmente negativa (CHEN et al., 2012) e sua
densidade semelhante a da 4gua (BHAVE et al., 2012).

Tanto para a producdo de biodiesel, quanto para a extragdo de
compostos de elevado valor comercial, a separacdo da biomassa das
culturas é necessaria, e diversos processos tém sido empregados, sendo
os principais: filtracdo, sedimentacdo, flotagcdo, centrifugacdo e
floculagdo (GRIMA et al., 2003; BRENNAN; OWENDE, 2010;
GONZALEZ-FERNANDEZ; BALLESTEROS, 2012). A escolha do
processo de separacdo da biomassa é dependente das caracteristicas das
microalgas e do destino da biomassa separada, e deve ser simples,
rapido, eficiente para o maior nimero de microalgas, de baixo custo e
utilizar o minimo possivel de energia e reagentes quimicos (DANQUAH
etal., 2009; CHEN et al., 2011; SIRIN; CLAVERO; SALVADO, 2013).
Em geral, os processos de separagdo utilizados ndo sdo eficientes para
todos os tipos de microalgas, sendo que algumas técnicas funcionam
melhor para uma espécie do que para outra (CHEN et al., 2011;
GRANADOS et al., 2012). Além disso, 0 custo desses processos pode
ser significativo, atingindo até 50% do custo total de producdo do
biodiesel (CHISTI, 2007).

Quanto a filtracdo, a separacdo da biomassa se da pela filtragem
da cultura através de telas, por pressdo, podendo também ser utilizadas
membranas. Entretanto, a filtragdo pode ser insatisfatoria, devido a
lentiddo do processo, sendo eficiente apenas para microalgas com maior
volume celular (GRIMA et al., 2003).

A sedimentacdo por gravidade é geralmente utilizada para
produtos de baixo valor. Entretanto, assim como na filtracéo, a lentiddo
do processo torna a técnica ineficiente, devendo ser utilizada ap6s o
processo de floculacdo, que incrementa a velocidade de sedimentacdo
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das microalgas (GRIMA et al., 2003; SIRIN; CLAVERO; SALVADO,
2013).

O processo de separagdo por flotacdo consiste na inser¢do de ar
na cultura, sob a forma de microbolhas, que englobam as células
microalgais e as levam para superficie. A flotacdo pode também ser
precedida por floculagdo, para aumentar a eficiéncia. Apesar de ser um
método com potencial, as evidéncias sobre sua viabilidade técnica ou
econdmica sdo limitadas (BRENNAN; OWENDE, 2010; CHEN et al.,
2011).

No processo de centrifugacdo a separagdo da biomassa
geralmente é rapida e eficiente, e algumas centrifugas podem processar
grandes volumes de cultura em pouco tempo, entretanto é viavel
somente quando se trata da obtencdo de produtos de alto valor, uma vez
que demanda o emprego de equipamentos de elevado custo financeiro e
consumo de energia elétrica (GRIMA et al., 2003; CHRISTENSON;
SIMS, 2011).

Na separacdo por floculagdo sdo utilizados agentes floculantes
polieletrdlitos, que podem ser naturais (polissacarideos, como a
quitosana) e sintéticos (poliacrilamida e sais metalicos, por exemplo).
Os floculantes agem neutralizando ou reduzindo a carga superficial das
células microalgais (predominantemente negativa), fazendo com que
estas se aglutinem em grandes flocos (GRIMA et al., 2003; BRENNAN;
OWENDE, 2010; BANERJEE et al., 2012). Necessariamente 0s
floculantes devem ser de baixo custo e eficazes em baixa concentragao,
além de ndo prejudicarem o posterior processamento e uso da biomassa
(GRIMA et al., 2003; BORGES et al., 2011).

A floculagdo é um processo de pré-separagdo da biomassa, sendo
necessaria a posterior utilizacdo de outro método, como a centrifugacao,
filtracdo, sedimentacdo e flotacdo (AMARO; GUEDES; MALCATA,
2011; CHRISTENSON; SIMS, 2011; CASTRILLO et al., 2013).

Uma separacdo eficiente das microalgas do meio de cultura pode
ser alcancada apenas com a alteracdo do pH (GRIMA et al., 2003; LEE
et al., 1998), e é comum em processos de floculagcdo com polieletrélitos
0 pH da cultura ser corrigido até aproximadamente 10,5 para auxiliar no
funcionamento do agente floculante (BORGES et al., 2011). O processo
de floculacdo baseado no aumento do pH é comumente conhecido como
autofloculagdo, embora esta denominagdo esteja equivocada, uma vez
que o processo ocorre devido a formagdo de precipitados de calcio ou
magnésio que, em certas condi¢cdes, possuem carga superficial positiva,
podendo agregar as células e induzir a floculagio (VANDAMME;
FOUBERT; MUYLAERT, 2013). Além disso, a separacdo apenas com



19

a mudanca do pH tem a vantagem de interferir menos no meio de
cultura do que os agentes floculantes, podendo o meio ser reutilizado
apenas com o reajuste do pH (LEE et al., 1998; CHEN et al., 2012).

De acordo com a literatura, at¢ o momento ndo hd nenhum
método de separacdo da biomassa de microalgas simples e de baixo
custo que possa ser utilizado em larga escala para a obtencdo de matéria-
prima para a producdo de biodiesel (CHRISTENSON; SIMS, 2011).
Assim, é fundamental o desenvolvimento de processos eficientes de
separacdo da biomassa de microalgas para o estabelecimento da
viabilidade econdmica do seu emprego visando & producdo de
biocombustiveis (AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011; CHEN et al.,
2011; SINGH; DAR, 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estudo sobre a eficiéncia de separacdo da biomassa
de microalgas do meio de cultura e sobre o efeito dos métodos de
separacdo utilizados sobre a biomassa, visando a produgéo de biodiesel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a eficiéncia dos métodos de floculagdo e de alteragdo do
pH visando a separacdo da biomassa de culturas das microalgas
Nannochloropsis oculata e Phaeodactylum tricornutum;

- Determinar o efeito dos métodos de separacdo da biomassa, floculagéo
e alteragdo do pH, no teor de ésteres metilicos de &cidos graxos
(FAMEs) da biomassa de Nannochloropsis oculata e Phaeodactylum
tricornutum.
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Eficiéncia de separacdo da biomassa de microalgas por floculacéo e
efeitos deste método sobre a composicéo de 4cidos graxos visando a
producéo de biodiesel
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Catarina, Brasil
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1. INTRODUCAO

O mundo enfrenta uma crescente demanda de energia, agravada
pela deplecdo das tradicionais fontes fosseis de combustiveis,
acarretando na necessidade de se encontrar alternativas energéticas
sustentaveis e renovaveis, como o0s biocombustiveis [1-3]. Dentre estes,
maior atengdo tem sido dada ao biodiesel, por derivar de fontes
renovaveis e ser menos poluente que o diesel de petréleo. O biodiesel é
comumente produzido a partir de 6leo de soja, mamona, entre outros
[4,5]. Entretanto, seria necessario um aumento significativo no nimero
de areas agricolas para que estas fontes satisfizessem uma parte da
demanda existente por combustiveis [6,7].

Por possuirem alta reserva lipidica, até 50% do peso da biomassa
seca, as microalgas tem sido apontadas por alguns autores como sendo a
Unica fonte de matéria-prima renovavel para producdo de biodiesel
capaz de substituir completamente o diesel féssil [5,6,8-11]. Além disso,
elas tém a capacidade de duplicar sua biomassa em um periodo de 24
horas [9], seu cultivo pode ser implantado em solos imprdprios para
agricultura [6,12], e sua tolerancia a alta gama de condi¢Ges ambientais
extremas faz com que aguas salobras e efluentes domésticos e aquicolas
possam ser utilizados como meio de cultura [5,10].

Entretanto, o biodiesel ainda nédo é produzido e comercializado a
partir de microalgas devido ao alto custo de produgdo [6]. Dentre os
gargalos tecnoldgicos existentes, diversos autores apontam que 0
principal fator é a dificuldade em separar a biomassa microalgal do meio
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de cultura, podendo dispender entre 20 a 50% do custo total da producéo
de biodiesel a partir dessa matéria-prima [6,7,13-15].

A dificuldade de separacdo da biomassa da cultura é agravada
pela baixa concentracdo de biomassa obtida nas culturas tradicionais,
entre 0,1 e 3,0 g L™, e 0 tamanho microscopico das microalgas, entre 3 e
30 um [16-18]. Além disso, as microalgas possuem carga superficial
negativa, que previne a agregacao das células, e densidade semelhante a
da &gua, que dificulta a sua sedimentagéo [14,17,19].

Diversos processos de separacdo da biomassa de microalgas do
meio de cultura tém sido empregados, como filtragdo, sedimentacéo,
flotagdo, centrifugacdo e floculagdo, sendo que estes devem ser
escolhidos de acordo com a microalga e o destino da biomassa
[15,16,20-23].

Os processos de filtracdo e sedimentacdo podem ser
insatisfatorios, uma vez que sdo lentos, podendo ser aplicados para
microalgas de maior volume celular [16,19]. Apesar de o processo de
flotagdo ser visto com bom potencial, as informagfes sobre sua
viabilidade séo limitadas [13,22]. A centrifugagdo é um processo rapido
de separagdo, mas que tem alta demanda energética, sendo sua utilizacdo
justificada para a obtencdo de produtos com alto valor de mercado
[16,24].

No processo de floculagdo sdo utilizados agentes floculantes
polieletrdlitos, que agem neutralizando ou reduzindo a carga superficial
das células microalgais, ocasionando sua aglutinagdo, formando flocos
que naturalmente sedimentam, ou em alguns casos especificos, flotam.
Na escolha do agente floculante devem ser considerados seu grau de
interferéncia no processamento e uso da biomassa obtida, a eficicia em
baixa concentragdo e o seu custo [12,22,25].

A floculagdo normalmente é utilizada como um pré-tratamento,
para posterior utilizacdo de outro método como os citados anteriormente
[2,18,24,26]. Por exemplo, segundo Vandamme et al. [27], concentrar as
microalgas por floculagdo antes da centrifugacdo poderia reduzir a
demanda de energia desta.

A utilizacdo de polimeros catidnicos pode neutralizar ou reduzir a
carga superficial negativa das microalgas, promovendo a agregacdo das
células, através da ligacdo célula-floculante-célula, um processo
conhecido como bridging, fazendo com que sua utilizacdo para
separacao da biomassa microalgal seja promissora [16,25].

Uma separacdo eficiente das microalgas também pode ser
alcancada apenas com a alteracdo do pH neutro para alcalino [16,28],
possuindo a vantagem de ndo interferir no meio de cultura, que pode ser
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reutilizado apenas com o ajuste deste parametro [17,28]. O processo de
floculacéo baseado no aumento do pH esta associado com a formacéo de
precipitados de calcio ou magnésio. Em certas condices, esse
precipitado possui carga superficial positiva, agregando as células
microalgais, e promovendo a floculagdo [29].

Diversos trabalhos relatam que, até o0 momento, ndo ha nenhum
método simples e de baixo custo para ser utilizado em larga escala, e 0
desenvolvimento dos processos de separagdo da biomassa de microalgas
e 0 aumento da eficiéncia sdo fundamentais para que seja alcancada a
viabilidade econdmica da producdo de biocombustiveis [2,13,15,24,30].

Outro gargalo do processo de produgdo do biodiesel de
microalgas esta na extragdo dos lipidios da biomassa, que ndo tem
recebido atencdo satisfatéria [31], uma vez que o método de separagdo
pode interferir na quantidade e na qualidade dos lipidios extraidos da
biomassa [18,25].

Este estudo teve como objetivo a determinagdo da eficiéncia de
separacdo da biomassa de microalgas através de floculagdo em culturas
das microalgas marinhas Nannochloropsis oculata e Phaeodactylum
tricornutum e o efeito destes métodos no teor de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs, na sigla em inglés, que sdo empregados para a
obtencdo do biodiesel) da biomassa visando a producéo de biodiesel.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Delineamento experimental

As microalgas marinhas  Nannochloropsis oculata e
Phaeodactylum tricornutum foram cultivadas em recipientes de 5 L
contendo meio f/2 de Guillard [32] modificado, em temperatura 24+1°C,
fotoperiodo 24 h de luz com iluminacdo empregando lampadas
fluorescentes tipo Luz do Dia, de 80 W, numa irradiancia de 150 pumol
fotons m2 s, salinidade de 35 e aeragdo constante com injecdo de CO,
(1%).

O crescimento das culturas, bem como as fases da curva de
crescimento, foram definidos através da determinacdo diaria da
densidade celular em Camara de Neubauer e da biomassa seca (mg L™),
para a qual um volume de 10 mL de cultura era filtrado em filtro de
fibra de vidro Whatman GF/F de 47 mm, com poro nominal de 0,7 pum,
com peso previamente determinado, levado a estufa a 60° C, até
estabilizacdo do peso e pesado novamente para determinar a biomassa.
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Para determinar a Eficiéncia de Separa¢do da Biomassa (ESB)
foram realizados quatro tratamentos em triplicata, sendo trés tratamentos
com diferentes concentracdes de floculante de poliacrilamida (5 mg L™,
75mg L™ e 10 mg L™) e um tratamento sem adic&o de floculante, em
que foi adicionado solugdo de Hidroxido de Sédio (NaOH), a 1 N, até a
cultura atingir pH 10,5. O agente floculante utilizado foi FLOPAM FO
4698 SH, adquirido da SNF FLOERGER, composto de poliacrilamida
catibnica, com densidade de carga média e alto peso molecular. Os
tratamentos com floculante foram nomeados no geral como PAC
(poliacrilamida cationica) e individualmente como 5, 7,5 e 10
(relacionados a dosagem em mg L), e o tratamento com NaOH de N.

Amostras das culturas de P. tricornutum e N. oculata foram
coletadas nas fases exponencial (3° dia de cultivo) e estacionaria (7° dia
de cultivo). As fases foram nomeadas como E (exponencial) e S
(estacionaria). Foram utilizados trés valores de biomassa seca na fase
exponencial e na estacionaria (Tabela 1), sendo a biomassa sem dilui¢éo
(nomeada 0), metade da biomassa (%2) e um quarto da biomassa (V). As
diluicBes foram realizadas com &gua salgada autoclavada.

Tabela 1 — Valores de densidade celular e biomassa das dilui¢cBes por
fase de crescimento das microalgas Nannochloropsis oculata e
Phaeodactylum tricornutum.

Fase e N. oculata P. tricornutum

Diluigdo ,oc B ,poc B

(x10" celsmL™)  (mgL™) (x10" celsmL™)  (mgL™)
E-0 3.600 230,0 2.425 678,8
E-Y2 2.065 153,3 1.435 381,8
E-Y. 1.030 101,5 805 192,8
S-0 5.275 313,7 3.915 1.125,8
S-Y 3.200 210,0 2.225 618,8
S-Yy 1.670 133,5 1.100 281,3

E - fase exponencial; S - fase estacionaria; DC - Densidade celular;
B - Biomassa; 0 - biomassa sem dilui¢do; %2 - metade da biomassa;
Y4 - um quarto da biomassa.

As amostras das culturas (90 mL) foram dispostas em provetas de
100 mL, levadas ao agitador magnético (250 rpm) e mantidas em
temperatura ambiente (aproximadamente 24 °C). O floculante foi
adicionado nas dosagens estabelecidas e a mistura foi mantida em
agitacdo por 3 min, tempo estabelecido previamente e suficiente para a
formacdo dos flocos em culturas de diversas espécies microalgais [25].
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Para o tratamento com a alteracdo do pH foi adicionado NaOH 1 N as
amostras, mantidas em agitacdo, até alcancar pH 10,5. Passado os 3 min
da adicdo das soluc@es de floculante e da alteracdo do pH, as amostras
foram mantidas em repouso por 15 min [33] para que ocorresse a
sedimentacdo dos flocos. O emprego de PAC foi avaliado apenas no pH
natural das culturas, uma vez que um pH acima de 10,5 poderia
promover a floculag&o.

2.2. Calculo da eficiéncia de separacdo da biomassa

Para o calculo da Eficiéncia de Separacdo da Biomassa (ESB) foi
retirada uma aliquota de cada cultura, antes da floculagdo, para a
contagem do numero de células algais em Camara de Neubauer e
determinacdo da Densidade Celular Inicial (DCi). Ap6s a adicdo da
solucdo de floculante, da agitagdo por 3 min e passados 15 min de
sedimentacdo, foi retirada uma aliquota de cada unidade experimental,
na altura dos 50 mL da proveta, para contagem do nimero de células,
determinando a Densidade Celular Final (DCf). O célculo da ESB foi
feito empregando a formula abaixo (adaptada de Salim et al. [34]):

ESB(%) =

DCi — DC

DC

Uma ESB acima de 80% foi considerada como satisfatoria
[35,36].

2.3. Analise de acidos graxos e FAMEs

As andlises de 4acidos graxos foram realizadas na fase
estaciondria, pois é nesta fase que a maioria das microalgas acumula
maior quantidade de lipidios, através de fatores como a privacdo de
fésforo [37], nitrogénio [38] ou silica (para diatomaceas) [22].

Amostras (um pool de cada tratamento) da biomassa de P.
tricornutum, referentes aos tratamentos S5-0, S7,5-0 S10-0 e SN-O,
foram centrifugadas a aproximadamente 3.000 x g, sendo lavadas uma
vez com solucdo isotbnica de Formiato de Amoénio (3,5%), e secas em
estufa a 60 °C por 24 horas. As analises dos teores de acidos graxos e
FAMEs foram realizadas conforme a metodologia descrita por Menezes
et al. [39].
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2.4. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de varidncia
(ANOVA) e, quando necessario, foi aplicado o teste de Tukey para
separacdo das médias, com um nivel de significancia de p<0,05. Para a
analise estatistica dos dados foi empregado o programa STATISCA 10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Eficiéncia de separacdo da biomassa

Em relacdo a microalga N. oculata, nenhuma das dosagens de
floculante empregadas resultou na formacdo de flocos. Somente no
tratamento com NaOH foi possivel observar a formagdo de flocos,
portanto apenas os dados referentes a este tratamento sdo apresentados
(Tabela 2). Para N. oculata, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as fases de crescimento com uso de NaOH (Tabela 2).
Para o fator diluigdo, houve diferenga entre as trés diluices testadas,
sendo 0 a melhor dilui¢do, com 89,96% de eficiéncia (Tabela 2). Houve
diferenca estatisticamente significativa entre a interacéo dos fatores fase
e diluicdo, com o uso de NaOH, cujos tratamentos eficientes foram E-0
(93,84%) e S-0 (86,07%), ambos sem diluicdo (Tabela 2). A ESB dentro
das fases foi maior quanto menor a dilui¢éo utilizada.

Segundo alguns autores [35,36] podemos considerar um
tratamento como eficiente caso ele resulte em uma separacdo de
biomassa acima de 80%, e apenas os tratamentos com dilui¢do 0 (E-O,
S-0) apresentaram ESB satisfatérias com o uso de NaOH.

Knuckey et al. [40] obtiveram eficiéncia menor que 30% na
floculagdo de N. oculata com NaOH na fase exponencial,
provavelmente devido a baixa densidade celular utilizada (1.000 a 2.000
x 10* cel mL™), semelhante a observada no tratamento EN-Y4 (1.030 x
10 cel mL™) e que também apresentou baixa eficiéncia (57,25%). Além
disso, o tratamento EN-0, também da fase exponencial, atingiu 3.600 x
10* cel mL™, e resultou na maior eficiéncia, o0 que nos leva a concluir
que uma elevada densidade celular e, principalmente, elevada biomassa,
é necessaria para uma separacdo satisfatoria através da utilizacdo do
aumento do pH para N. oculata. Isto também é observado na fase
estacionaria, uma vez que o tratamento SN-Y obteve 1.670 x 10* cel
mL™?, e a separacdo com a utilizacgdo de NaOH determinou uma
eficiéncia de apenas 57,99%.
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Tabela 2 — Eficiéncia de separacdo da biomassa de Nannochloropsis
oculata com NaOH e teste de comparacdo de médias para os fatores fase
e diluigdo, e sua interaco.

Fase Eficiéncia (%)
E 73,77°
S 72,67 °
Diluigéo Eficiéncia (%)
0 89,96 °
% 72,09°
Ya 57,62°¢
Fase x Diluigdo Eficiéncia (%)
E-0 (EN-0) 93,84 °
S-0 (SN-0) 86,07 °
S-% (SN-Y5) 73,96 "
E-% (EN-%) 70,22°
S-%4 (SN-Y4) 57,99 °
E-Ys (EN-Y4) 57,25 °

E - fase exponencial; S - fase estacionaria; 0 - biomassa sem diluicéo;
% - metade da biomassa; ¥ - um quarto da biomassa. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

J4 Wu et al. [41] conseguiram, com elevacdo do pH para 9,0,
obter 90% de floculacdo de N. oculata ap6s 10 min de sedimentacéo,
com uma biomassa de 1.600 mg L™, um tempo menor de sedimentacéo
e um pH mais baixo quando comparado com os resultados obtidos neste
experimento, talvez em virtude da biomassa utilizada por aqueles
autores, demonstrando que em alta biomassa um tempo menor de
sedimentacdo pode ser utilizado.

Varios autores [13,16,42] consideram que a concentragéo celular
antes da separacdo deve ser a maior possivel, pois ha uma maior
frequéncia no encontro das células, favorecendo a eficiéncia. Granados
et al. [33] definiram valor minimo de 500 mg L™ para a biomassa antes
da separacdo, afirmando que abaixo disso a eficiéncia de separacdo
diminui. Apesar dessas afirmagdes, os tratamentos E-O e S-0, que
apresentaram biomassa menor que a indicada, 230,0 e 313,7 mg L*
respectivamente, resultaram numa separacdo eficiente com o uso de
NaOH.

Chen et al. [17] utilizaram amdnia para alterar o pH de culturas
de 15 L de N. oculata na fase estaciondria, e conseguiram quase 90% de
eficiéncia em 1 h e até 99% de recuperacdo em 12 h. Entretanto este
longo tempo reportado pelos autores pode ser impraticavel em cultivos
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comerciais €, no presente trabalho, os tratamentos foram eficientes em
um tempo menor de sedimentacdo, de 15 minutos.

Para P. tricornutum ndo houve diferenca estatisticamente
significativa para o fator fase (Tabela 3). Para o fator diluicdo, houve
diferenca estatisticamente significativa, sendo 0 a melhor diluicdo com
99,40% de eficiéncia (Tabela 3). Entre os floculantes, o NaOH foi
estatisticamente inferior as doses de PAC testadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Eficiéncia de separacdo da biomassa de Phaeodactylum
tricornutum e teste de comparacdo de médias para os fatores fase,
diluicéo e floculante.

Fase Eficiéncia (%)
E 98,94 °
S 98,85 °
Diluicdo Eficiéncia (%)
0 99,40 ¢
Y 99,00"

Ya 98,28 ¢
Floculante Eficiéncia (%)
10 99,40°
75 99,29°%

5 99,21°
N 97,67°"

E - fase exponencial; S - fase estaciondria; O - biomassa sem diluicéo;
% - metade da biomassa; ¥ - um quarto da biomassa; 5 - 5 mg L
7,5-75mg L% 10 - 10 mg L™ N - NaOH. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Todas as interacBes entre os fatores apontaram diferencas
estatisticamente significativas para separacdo de P. tricornutum (Tabela
4). A interacdo entre os fatores fase e dilui¢do resultou em eficiéncia de
99,79% no tratamento S-0 (Tabela 4), estatisticamente superior aos
demais tratamentos, talvez por este possuir maior biomassa (Tabela 1).
A interacdo entre fase e floculante demonstrou diferenca significativa
entre as doses de PAC e de NaOH, sendo a eficiéncia de PAC superior a
do NaOH, independente da fase de crescimento (Tabela 4). A interacédo
entre os fatores floculante e diluicdo (Tabela 4) demonstrou maior
eficiéncia com o uso das doses de PAC nas diluicbes 0 e ¥ quando
comparados a dilui¢io de ¥2 e ao NaOH, que foi inferior nos tratamentos
N-%2 e N-%. Para a interacdo entre os trés fatores (Tabela 4), os
tratamentos mais eficientes foram S10-0, S7,5-0 e S5-0, todos da fase
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estacionaria, sem diluicdo e com uso de PAC. O melhor tratamento com
NaOH foi SN-0, da fase estacionaria e com diluicdo 0, tendo os outros
tratamentos com NaOH as menores eficiéncias obtidas. No geral, a
utilizacéo de PAC resultou em valores minimos de eficiéncia de 98,55%
no tratamento S5-% e valores maximos de 99,95% no tratamento S10-0
(Tabela 4). Ja a utilizagdo de NaOH resultou em valores minimos de
eficiéncia de 94,82% no tratamento SN-% e maximos de 99,40% no
tratamento SN-0 (Tabela 4).

Tabela 4 — Eficiéncia de separacdo da biomassa de Phaeodactylum
tricornutum e teste de comparacao de médias para as interagGes entre 0s
fatores fase, dilui¢do e floculante.

(continua)
Fase x Dilui¢do Eficiéncia (%)
S-0 99,79°
E-Y 99,04°
E-0 99,01°
S-% 98,96 °
E-Ya 98,76°
S-Ys 97,79 ¢
Fase x Floculante Eficiéncia (%)
S10 99,41°
E10 99,39°
S5 99,31°
E7,5 99,31°
S7,5 99,27°
E5 99,12°
EN 97,92°
SN 97,41°
Floculante x Diluicdo Eficiéncia (%)
10-0 99,83 °
7,5-0 99,77 ®
5-0 99,72 *°
10-% 99,36
5-Y% 99,29
7,5-% 99,15 =
10-Y4 99,01 P
7.5-Y4 98,95 o
5-Y, 98,63
N-0 98,28
N-5 98,20 '

N-Y4 96,52 ¢
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Tabela 4 — Eficiéncia de separacdo da biomassa de Phaeodactylum
tricornutum e teste de comparacdo de médias para as interagGes entre 0s
fatores fase, diluicdo e floculante.

(conclusédo)

Fase x Floculante x Dilui¢éo Eficiéncia (%)
510-0 99,95 2
S7,5-0 99,93 °
S5-0 99,88 *?
E10-0 99,71 ®
E7,5-0 99,62 *°
E5-0 99,56 *°
S5-% 99,49 *°
E10-Y% 99,42
SN-0 99,40 **
S10-Y% 99,31 *«
E7,5-% 99,25
E5-Y» 99,09 e
E7,5-Ys 99,05 e
E10-Y 99,05 e
S7,5-% 99,04 e
S10-Va 08,97 e
S7,5-Ys 08,85 e
E5-Ys 08,72 e
S5-Y4 98,55 e
EN-% 98,40 ¢
EN-Y4 98,22
SN-% 98,01
EN-0 97,15 '
SN-Ys 94,82 ¢

E - fase exponencial; S - fase estaciondria; O - biomassa sem diluicéo;
Y - metade da biomassa; ¥ - um quarto da biomassa; 5 - 5 mg Lt
7,5-75mg L% 10 - 10 mg L™ N - NaOH. Letras diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Considerando-se o valor de eficiéncia minimo de 80% [35,36],
todos os tratamentos resultaram em eficiéncia satisfatoria, uma vez que
a menor ESB foi do tratamento SN-Y¥4 com 94,82% (Tabela 4). Além
disso, a eficiéncia foi elevada mesmo em valores de biomassa abaixo de
500 mg L™ (E-¥, E-Y4 e S-¥4) (Tabela 1).

Bilanovic, Shelef e Sukenik [43] constataram que polimeros
catibnicos organicos induziram uma eficiéncia de floculagdo maior que
90% na separacdo de microalgas de agua doce com doses consideradas
baixas, entre 1 e 10 mg L™, no entanto ponderaram que uma alta
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salinidade poderia inibir a floculagdo, pois em altas forcas i6nicas o
polimero encolheria, falhando no processo de bridging. Apesar disto, no
presente experimento, o floculante mostrou-se extremamente eficiente
para a microalga marinha P. tricornutum, em salinidade 35, e com
dosagens semelhantes as do estudo citado. Outros experimentos também
resultaram em elevada eficiéncia com o emprego de baixas dosagens,
como no trabalho de Jancula, Marsalkova e Mrsalek [44] que obtiveram
80% de separacdo da biomassa com doses de PAC entre 3e 5 mg L™,
em 1 hora de sedimentacdo, e Uduman et al. [45] que alcangaram
eficiéncia de 90% de separacdo de Chlorococcum sp. utilizando 3 a 4
mg L™ de polimeros catidnicos com 30 minutos de sedimentacio. Os
resultados obtidos neste experimento sugerem que, além da baixa dose
de PAC necesséria, um menor tempo de sedimentacao pode ser utilizado
apos a floculagdo, ao contrario dos estudos citados que aguardaram a
sedimentacdo por até 1 hora. Além disso, apesar dos estudos citados
terem obtido boas eficiéncias, entre 80 e 90%, uma maior eficiéncia foi
obtida neste experimento, até 99,95%.

Sirin et al. [46], para separacdo de P. tricornutum, com tempo de
sedimentagéo de 15 e 30 min, apontaram valores de dosagem étima de
30 mg L™ para os floculantes cloreto de polialuminio e sulfato de
aluminio, e de 20 mg L™ para quitosana (com pH préximo de 10). Os
resultados obtidos sugerem que a PAC é mais eficiente que 0s outros
compostos citados acima para separacdo de P. tricornutum, devido a
menor dose utilizada e com tempo de sedimentacéo semelhante.

O emprego de PAC resultou em elevada eficiéncia para P.
tricornutum e ineficiéncia para N. oculata, sendo que este fato corrobora
a afirmacdo de Chen et al. [13] e de Granados et al. [33] de que a
eficiéncia de um determinado floculante é especifico para cada espécie.
Este resultado na floculagdo parece sugerir que as diferencgas estruturais
entre as microalgas podem ter influenciado na acdo da PAC (por
exemplo, P. tricornutum possui fristula e seu volume celular é maior
que o de N. oculata). De acordo com alguns autores [47,48] a eficiéncia
de floculacdo pode estar relacionada a caracteristicas da parede celular
da microalga. Lubian [49], embora ndo tenha encontrado uma relacéo
clara entre a resposta da floculagdo com quitosana e o grupo taxonémico
das microalgas, indicou que outros fatores, como volume celular e
composicdo da parede celular, podem ser mais determinantes na
eficiéncia. Outra observacdo feita por Eldridge, Hill e Gladman [48] em
seus experimentos, foi de que a microalga Nannochloropsis salina
necessitaria de mais floculante, devido ao seu pequeno tamanho e
elevada area superficial, assim como a microalga N. oculata, o que nos
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leva a ponderar que a dose de PAC necesséria para a floculagdo desta
microalga possa ser maior do que aquelas utilizadas neste estudo.

No experimento de Wu et al. [41], a elevacdo do pH do meio para
mais de 9,0 induziu uma eficiéncia de floculagéo acima de 90% ap6s 10
minutos de sedimentagdo para P. tricornutum com biomassa de 1.800
mg L. Sirin et al. [46] obtiveram uma eficiéncia de separacdo acima de
90% com a utilizacdo de NaOH para P. tricornutum, em pH 10,6, na
fase estacionaria. Os dados anteriores corroboram os resultados obtidos
neste experimento, que resultaram em eficiéncia de até 99,40%, e rapida
sedimentacdo, na separacdo da biomassa de P. tricornutum com a
utilizagéo de NaOH.

Spilling, Seppala e Tamminen [42] flocularam P. tricornutum,
com biomassa seca de 1.100 mg L™, através da elevagio do pH do meio
de 7 para 10,8, apenas diminuindo o fluxo de CO, por cinco horas. Sirin
et al. [46] conseguiram, em culturas de P. tricornutum, atingir um pH
alcalino elevado durante a fase de crescimento exponencial devido ao
consumo de CO, pelo processo fotossintético. Esse processo, apenas
ajustando o fornecimento de ar ou CO,, pode ser uma alternativa mais
econbmica em relacéo ao uso do NaOH, mas também necessita de maior
tempo de tratamento para atingir o pH ideal. E importante ressaltar que,
por conta dos elevados custos energéticos, as culturas em grande escala
tendem a ndo utilizar CO, [2].

E importante salientar que a adig&o de floculante n&o interferiu no
pH das culturas, ficando na média de 7,78 para N. oculata na fase
exponencial e 6,90 na fase estaciondria, e para P. tricornutum 7,34 na
fase exponencial e 7,58 na fase estacionaria. GODOS et al. [50] também
relataram que floculantes a base de poliacrilamida ndo causaram uma
variagao significativa no pH da cultura de microalgas de 4gua doce.

3.2 Teores de acidos graxos e FAMESs

Devido aos resultados obtidos no experimento de ESB, a andlise
de cidos graxos de N. oculata nao foi realizada.

Os teores de acidos graxos da biomassa de P. tricornutum
mostraram pouca variagdo entre os tratamentos com PAC, mas
apresentaram uma variacdo nos acidos graxos predominantes em relagéo
a biomassa floculada com NaOH (Tabela 5).
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Tabela 5: Teor total de &cidos graxos na biomassa de Phaeodactylum
tricornutum.

Teor total (%)
S5-0 S7,5-0 S10-0 SN-0

Acidos Graxos

Miristico (C14:0) 47 4,4 4,7 4,3
Pentadecilico (C15:0) 0,4 0,3 0,3 2372
Palmitico (C16:0) 22,0 20,4 210 416
Palmitoleico (C16:1) 40,2 42,3 39,4 13
Hexadienoico (C16:2 c7,10) 14 1,6 15 0,6
Hexadienoico (C16:2 ¢9,12) 0,5 0,6 0,6 2,7
Hexatrienoico (C16:3) 3,2 3,3 3,6 -
Esteérico (C18:0) 0,5 0,4 0,5 0,5
Oleico (C18:1 ¢9) 0,5 59 7,0 7,3
Vacénico (C18:1 c11) 7,1 1,8 2,0 3,0
Linoleico (C18:2) 0,4 0,6 0,8 15
Gama Linolénico (C18:3 ¢6,9,12) 11 0,1 - -
Linolénico (C18:3 c9,12,15) 0,3 0,3 0,3 -
Octotetraenoico (C18:4) 0,3 0,3 0,3 -
Araquiddnico (C20:4) 0,3 04 0,4 0,6
Eicosapentaenoico (C20:5) 14,0 13,2 138 121
Behénico (C22:0) - 1,8 1,3 -
Tricosonoico (C23:0) 0,7 0,5 0,8 0,8
Eicosaenoico (C23:1) 0,6 0,6 0,7 0,5
Lignocérico (C24:0) - 0,3 0,2 -

E - fase exponencial; S - fase estaciondria; O - biomassa sem diluicéo;
% - metade da biomassa; ¥ - um quarto da biomassa; 5 - 5 mg Lt
7,5-75mgL?% 10-10 mg LY N - NaOH.

O 4cido palmitoleico (C16:1) com teores de até 42,3% nos
tratamentos com PAC resultou num teor de apenas 1,3% dos acidos
graxos totais no tratamento com NaOH, que por sua vez teve um
aumento dos acidos palmitico (C16:0) de 22% para 41,6% e
pentadecilico (C15:0) de 0,4% para 23,2% (Tabela 5).

Castrillo et al. [18] observaram que, para a microalga de agua
doce Scenedesmus obliquus, 0 método de separacéo influenciou o perfil
de acidos graxos, sendo que nas amostras separadas pela adicdo de
NaOH ocorreram a diminuicdo da concentracdo de A&cidos graxos
insaturados e 0 aumento na concentracdo de acidos graxos saturados, em
comparacdo com amostras obtidas por centrifugacdo. Além disso, a
concentracdo de acido palmitico foi a mais abundante entre todos os
acidos graxos analisados nas amostras de biomassa microalgal
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coletadas. Borges et al. [51] obtiveram para N. oculata valores de
45,42% de lipidios totais com a biomassa separada por centrifugacéo e
4,40% nas amostras separadas com a utilizacdo de NaOH. Ambas foram
lavadas com formiato de aménio e percebeu-se aumento na
concentracdo de acido palmitico da biomassa centrifugada em relagdo a
biomassa separada com NaOH, de 28,8% para 58,9%, respectivamente.
Em nosso experimento, a concentracdo de acido palmitico também
aumentou consideravelmente, assim como nos estudos citados
anteriormente. Foi obtido teor médio de 21,1% nas trés amostras de
PAC, e teor de 41,6% na amostra de NaOH. A grande diferenca na
concentracdo de lipidios totais observada por Borges et al. [51] pode
estar relacionada com a mudanca na concentracdo de determinados
acidos graxos, principalmente o acido palmitico, que foi o mais
abundante, nos estudos citados [18,51] e no presente estudo, quando
houve a separacéo utilizando NaOH.

A maior alteracdo nas classes de acidos graxos ocorreu entre 0s
monoinsaturados e saturados (Tabela 6), sendo predominantemente
saturados no tratamento com NaOH e monoinsaturados nos tratamentos
com PAC. Com diferentes doses de PAC ocorreu pequena variacdo
entre os tratamentos (Tabela 6).

A hip6tese de Borges et al. [51] para diminuigdo nos valores
lipidicos e para as mudancas nos &cidos graxos predominantes de cada
biomassa é a de que o NaOH adere a parede celular da microalga,
formando uma crosta que impede que os solventes organicos extraiam
os acidos graxos da membrana, provavelmente pela saponificacao destes
acidos graxos. A hipdtese se baseia no menor rendimento da extracao de
lipidios e também na diferente composicdo de acidos graxos, uma vez
gue nos tratamentos com NaOH houve uma diminui¢do na concentragédo
de &cidos graxos insaturados e um aumento nos acidos graxos saturados.
Estes autores afirmam também que, embora ndo sejam extraidos lipidios
da membrana, os lipidios de reserva podem ser extraidos de dentro do
citoplasma, devido a maior concentracdo de acido palmitico, que é um
acido graxo de reserva na espécie estudada por aqueles autores (N.
oculata). E importante salientar que ainda ndo ha uma teoria
amplamente aceita, e sdo necessarios mais estudos de forma a entender o
mecanismo de interacdo entre 0 NaOH, as células microalgais e 0s
processos de extracdo dos lipidios.
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Tabela 6 — Teor total de acidos graxos por classe de saturacdo da
biomassa de Phaeodactylum tricornutum.

SFA MUFA DUFA  TUFA PUFA

Tratamento (%) (%) (%) (%) (%)
S5-0 28,3 48,4 41 4,6 14,6
S7,5-0 28,1 50,6 3,2 4,0 14,1
S10-0 28,8 49,1 2,9 3,9 15,3
SN-0 70,4 12,1 4.8 0,0 12,7

SFA - &cidos graxos saturados; MUFA - acidos graxos monoinsaturados;
DUFA - 4cidos graxos di-insaturados; TUFA - 4cidos graxos tri-insaturados;
PUFA - &cidos graxos poli-insaturados; E - fase exponencial; S - fase
estacionaria; O - biomassa sem diluicéo; ¥ - metade da biomassa; % - um quarto
da biomassa; 5-5mg L™*; 7,5-7,5mg L™?; 10 - 10 mg L™%; N - NaOH.

Em se tratando da produgdo de biodiesel, conforme a norma
Europeia EN14214 [52], o limite m&ximo aceitavel para o teor de 4cido
linolénico (C18:3) é de 12%, e de 1% para 4cidos graxos com mais de
trés duplas ligagbes. As amostras analisadas continham teores de acido
linolénico dentro das normas, mas &cidos graxos poli-insaturados (do
inglés, PUFASs) acima do permitido, inviabilizando sua utilizacdo direta
como matéria prima para producdo de biodiesel, ao menos pelo método
da transesterificagdo. Uma das alternativas pode ser o tratamento de
hidrogenagdo ou a mistura do biodiesel rico em PUFAs com um
biodiesel rico em &cidos graxos saturados [10].

Para avaliar uma microalga como fonte de biodiesel, mais
importante que seu rendimento em lipidios é o rendimento da conversao
em FAMEs, obtido através de transesterificacdo da biomassa microalgal,
uma vez que o biodiesel é elaborado a partir de FAMEs [39].

O rendimento em FAMEs (Tabela 7) da biomassa separada do
tratamento com NaOH (SN-0), de 127,1 mg g™* de biomassa, foi 21,69%
menor do que o maior rendimento de 162,3 mg g™ do tratamento S7,5-0.
Assim como a alteracdo das classes e da predominancia de acidos
graxos, o menor rendimento em FAMES nos indica que a separa¢do com
NaOH interfere de forma negativa na biomassa de P. tricornutum.

Anthony et al. [53] obtiveram valores entre 9 e 11% de FAMES
com a microalga Scenedesmus obliquus, através de colheita por
centrifugacdo e floculagdo (sulfato de aluminio, amido catibnico de
milho e amido catibnico de batata), tendo lavado a biomassa com
NaOH. O rendimento obtido no presente experimento para a biomassa



38

separada com NaOH corresponde a 12,71% de FAMEs, semelhante ao
obtido por Anthony et al. [53]. E possivel considerar a possibilidade de
que a lavagem da biomassa com NaOH, como feito por Anthony et al.
[53], pode ter 0 mesmo efeito da separacdo com NaOH sobre a
composi¢do da biomassa.

Tabela 7 — Rendimento em FAMEs da biomassa de Phaeodactylum
tricornutum.

Tratamento Rendimento (mg g™)
S5-0 157,5
S7,5-0 162,3
S10-0 1394
SN-0 127,1

E - fase exponencial; S - fase estacionaria; 0 - biomassa sem diluicéo;
Y% - metade da biomassa; ¥ - um quarto da biomassa; 5 - 5 mg L™
7,5-75mgL% 10-10 mg L% N - NaOH.

Algumas alteraces fisicas e quimicas no meio de cultura podem
afetar a sintese e 0 acumulo de lipidios nas microalgas, e o pH do meio é
um dos estimulos quimicos que pode alterar a composi¢édo de acidos
graxos das células microalgais [54]. Entretanto, com base na teoria de
Borges et al. [51] e nos rendimentos de FAMEs de Anthony et al. [53], é
possivel considerar que a diferenca na composicao de acidos graxos e no
rendimento em FAMEs de P. tricornutum seja em decorréncia da
utilizacdo de NaOH como agente separador e ndo devido ao aumento do
pH do meio.

Como comparagdo do rendimento em FAMEs obtido, podemos
citar a soja, oleaginosa mais utilizada no Brasil para producdo de
biodiesel e que rende 196,9 mg g™ de FAMEs [39]. O maior rendimento
obtido neste trabalho foi com o emprego do tratamento S7,5-0, com
162,3 mg g' de FAMEs, aproximadamente 17,57% menor que o
rendimento em FAMESs da soja. Entretanto, devido ao menor
requerimento de area para cultivo de microalgas em comparacdo ao
cultivo de soja [6] e rendimento em FAMEs semelhante, a utilizagdo de
P. tricornutum como fonte de matéria-prima para a producdo de
biodiesel é promissora.
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4, CONCLUSAO

A separacdo da biomassa nas concentracdes de floculante
avaliadas e com NaOH se mostrou eficiente para a microalga
Phaeodactylum tricornutum. Entretanto, para Nannochloropsis oculata
o floculante ndo é eficiente nas doses testadas, enquanto que o NaOH
deve ser utilizado sem diluicdo da biomassa.

O emprego de NaOH influenciou na concentracdo de &cidos
graxos e nas classes de acidos graxos da biomassa. O rendimento em
FAMEs da biomassa de P. tricornutum foi satisfatério para os
tratamentos S5-0 e S7,5-0. Com isso, devido a ser a menor dose e
possuir a mesma eficiéncia de separacdo que as doses maiores,
sugerimos a utilizacdo de 5 mg L™ de PAC para separacdo da biomassa
de P. tricornutum na fase estacionaria e com a biomassa sem diluicéo.

Devido a influéncia negativa do NaOH na biomassa de P.
tricornutum, ndo aconselhamos seu uso para separacdo da biomassa de
microalgas.
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