& XIl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica

S BE 2017 em Iniciagio Cientifica
RS Urocar - 5o Larlos - S
16 a 19 de Julho de 2017

ANALISE DO BIODIESEL DE 3 GERACAO OBTIDO EM
CULTIVOS HETEROTROFICOS DE PHORMIDIUM
AUTUMNALE

R.R. DIAS!, S. F. SIQUEIRAL E. C. FRANCISCO?, L. Q. ZEPKA! e E. JACOB-LOPES!

tUniversidade Federal de Santa Maria, Depto. de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos, Av.
Roraima, 1000, CEP 97105-900, Santa Maria, Rio Grande do Sul
2Universidade de Passo Fundo, UPF, Faculdade de Engenharia e Arquitetura, Engenharia
Ambiental, 99052-900, Passo Fundo, RS, Brasil
E-mail para contato: jacoblopes@pg.cnpg.br

RESUMO - O objetivo do trabalho foi analisar qualitativamente o biodiesel de 3?
geracdo obtido em cultivos heterotréficos de Phormidium autumnale empregando
como fonte de carbono orgénico a sacarose na concentracdo de 25,5 g/L. Os
cultivos foram desenvolvidos em um biorreator de coluna de bolhas sob
temperatura de 30°C e auséncia de luminosidade. Foram determinados o perfil
lipidico da biomassa e as propriedades de combustdo do biodiesel produzido. A
fracdo lipidica foi composta majoritariamente por acidos graxos saturados e
monoinsaturados, resultando em caracteristicas de qualidade do biodiesel
adequadas as normas nacionais (ANP255) e internacionais (ASTM6751 e
EN14214).

1. INTRODUCAO

O biodiesel tem sido objeto de grande atencdo nos ultimos anos devido aos impactos
ambientais e os altos precos do diesel oriundo de fontes fdsseis. Além disso, € um
combustivel biodegradavel, renovavel e ndo-tdxico. O biodiesel pode ser produzido a partir de
Oleos vegetais ou de gordura animal. No entanto, outras fontes tém sido investigadas com o
intuito de reduzir os custos de produgdo combinado a uma maior produtividade (Mata et al.,
2010).

O desenvolvimento de tecnologias que permitam utilizar fontes renovaveis de energia
tem sido motivado pela grande demanda dos recursos energéticos pelos sistemas de producéo,
direcionando ao desenvolvimento de tecnologias para a obtencdo de fontes de energias
alternativas e renovaveis, como 0s biocombustiveis de 1% a 4% geracdo (Martin e Grossmann,
2012). Os biocombustiveis de 3% geracdo sao obtidos a partir do cultivo de microalgas, que
possuem a capacidade de acumular lipideos nas células, os quais, apds extracdo, sao
transesterificados para a obtencéo do biodiesel (Mata et al., 2010).

As microalgas sdo microrganismos procariontes largamente distribuidos na natureza.
Sdo preferencialmente fotossintetizantes apesar de algumas linhagens, como Phormidium
autumnale apresentarem a distinta capacidade de crescer sob condic¢Bes heterotroficas na total
auséncia de luminosidade e presenca de substratos organicos. Os cultivos heterotréficos
superam algumas limitacBes dos sistemas fotossintéticos, como a dependéncia de luz,
podendo viabilizar a produgdo de bioprodutos, alem de ser uma alternativa com maior
viabilidade econdmica (Suali e Sarbathy, 2012).
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Em contrapartida, a escolha da fonte de carbono orgénico pode ser um fator limitante
para este tipo de cultivo, podendo afetar diretamente a qualidade da biomassa. Embora a
glicose seja a fonte de carbono exdgeno mais utilizada nos cultivos heterotroficos
microalgais, outras fontes tém sido investigadas visando a otimizagdo do sistema (Francisco
etal., 2013).

Em face disso, o objetivo do estudo foi avaliar o biodiesel de 3?2 geragdo produzido a
partir do cultivo heterotrofico da cianobactéria Phormidium autumnale, utilizando sacarose
como fonte de carbono organico, bem como caracterizar o biodiesel segundo parametros
quimicos e fisicos de qualidade.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo e Meio de Cultura

A microalga utilizada foi a Phormidium autumnale isolada do Deserto Cuatro Cienegas
no México (26°59°N 102°03W). Apoés purificacdo, as culturas estoque foram mantidas em
tubos de ensaio com meio sintético BG11 (Rippka et al., 1979) solidificado com éagar-agar.
As condicBes de manutencdo usadas foram 30°C e intensidade luminosa constante de 1klux e
aeracdo constante.

2.2. Meio de Cultura

Utilizou-se o meio sintético BG11 (Rippka et al., 1979) para diluicdo e suplementacao
de nutrientes inorganicos. A composi¢do quimica do BG11 é: K;HPO4 (0,03 g.L %), MgSO4
(0,075 g.L %), CaCp.2H20 (0,036 g.L™?), citrato de aménio e ferro (0,0006 g.L™?), Na;EDTA
(0,001 g.LY), NaCl (0,00072 g.L%), NaNOsz (0,015 g.L %), acido citrico (0,0006 g.L™),
Na2COs (1,5 g.L™"), metais tragos: [HsBOs (0,0028 g.L™), MnCj2.4H20 (0,0018 g.L™),
ZnS04.7H,0 (0,00022 g.L 1), NazM004.2H,0 (0,00039 g.L?), CoSO4.6H20 (0,00004 g.L ™).

2.3. Biorreator

Os experimentos foram realizados em biorreator de coluna de bolhas, com volume total
de trabalho de 2,0 L. As configuracbes operacionais estdo representadas na Figura 1.
Adicionalmente, a vazdo de ar foi controlada por rotametros (precisdo + 5%), a entrada de
oxigénio e a saida dos gases foram filtradas através de unidades filtrantes Millex-FG®, em
polipropileno com membrana fluoropore de 0,22 um de didmetro e 50 mm de diametro total.
As condicdes de cultivo foram pH 7,6, 100 mg/L do in6culo da microalga Phormidium
autumnale, temperatura de 30°C, auséncia de luminosidade, e aeracdo continua de 1VVM
(volume de ar por volume de efluente por minuto). O meio de cultura consistiu em meio
sintético BG11 modificado e suplementado com sacarose para obter 25,5 g/L de concentracao
de carbono organico. A concentracdo de sacarose foi ajustada estequiometricamente.

Figura 1 - Configuracdo operacional do biorreator
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1: Biorreator; 2: Difusor do ar comprimido; 3: Sistema para controle da vazdo do ar comprimido; 4: Banho
d’agua; 5: Termostato digital; 6: compressor.

2.4. Amostragem e Métodos analiticos

As amostragens foram realizadas de forma asséptica a cada 24 horas durante a fase de
crescimento do microrganismo. A dinamica do pH para os cultivos em biorreator, foi
determinada por potencidmetro e a concentracdo celular atraves de gravimetria por meio da
filtracdo de um volume conhecido em filtro 0,45 um de diametro.

Extracdo e determinacdo quantitativa do lipideo: Ao final do processo a biomassa foi
separada do meio de cultivo por decantagéo, seguido de centrifugacdo. Em seguida, a pasta
obtida foi seca em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 60°C. Para a extracdo de
lipideos totais da biomassa, foi utilizado o método de Bligh e Dyer (1959), levando-se em
conta as proporcdes entre 0s solventes metanol e cloroférmio, e 4gua destilada (2:1:0.8). Os
lipidios da biomassa seca foram extraidos apds secagem e trituracdo em almofariz. A
quantidade de lipideos foi determinada por gravimetria a partir do extrato total de
cloroférmio, evaporando-se o solvente em atmosfera de nitrogénio e posteriormente seco em
estufa e submetido a peso constante.

Anélise biodiesel: A saponificacdo (metilacdo) foi realizada atravées de proporgdes entre
metanol, &cido cloridrico e cloroférmio (10:1:1), seguida da esterificagcdo do extrato lipidico, a
partir da reacdo entre o hexano e o cloroférmio (4:1), através do método de Hartman e Lago
(1976) modificado. A andlise qualitativa e quantitativa do biodiesel foi realizada por
cromatografia gasosa (CG) utilizando-se o cromatografo Varian 3400CX (Varian, Palo Alto,
CA, EUA). Os éacidos graxos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo a
partir de um padrdo (Supelco, Louis, MO, EUA) e quantificados por area de normalizacdo. As
propriedades de combustdo do biodiesel foram determinadas de acordo com metodologia
proposta por Talebi et al. (2014) que utilizou o software Biodisel Analyzer
(BiodieselAnalyzer© 1.1), onde avaliou-se o grau de insaturagdo, incluindo a quantidade
saturada e insaturada dos acidos graxos (DU); O indice de cetano (CN); as propriedades de
fluxo a frio, incluindo o ponto de névoa (CP), ponto de entupimento de filtro a frio (CFPP); a
estabilidade de oxidacdo, incluindo a posicao alilica (APE) e os equivalentes de posicdo bis-
alilica (BAPE); o maior valor de aquecimento (HHV); p: viscosidade; p: Densidade. A Figura
2 representa o processo de producdo do biodiesel microalgal.

Figura 2 - Processo producéo de biodiesel microalgal
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades do biodiesel como combustivel sdo determinadas pelas caracteristicas
dos &cidos graxos que o compdem. Neste sentido, a Tabela 1 apresenta a composi¢do dos
acidos graxos da biomassa microalgal. Observa-se a predominancia de &cidos graxos
saturados (45,20%), seguidos por acidos graxos monoinsaturados (34,70%) e poli-insaturados
(19,90%). Este perfil demonstra a potencialidade da aplicacdo deste tipo de biomassa como
insumo para a producdo de biodiesel, tendo em vista que Oleos com composicdo
predominantemente saturada e monoinsaturada sdo os mais adequados para a sintese de
biodiesel (Knothe e Razon, 2017).

Tabela 1 - Perfil lipidico do cultivo.

Acidos Graxos (%) Oleo microagal
SFA 45,20
MUFA 34,70
PUFA 19,90

SFA: somatorio dos acidos graxos saturados, MUFA: somatdrio dos acidos graxos monoinsaturados, PUFA:
somatério dos acidos graxos poli-insaturados.

Afim de avaliar o potencial de aplicacdo do biodiesel a partir da microalga Phormidium
autumnale, foram determinadas as propriedades de combustéo, tais como grau de instauracéo,
indice de saponificagdo, indice de iodo, nimero cetano, o fator de cadeia longa saturada,
ponto de entupimento de filtro a frio, ponto de névoa, posicdo alilica das duplas ligacdes,
posicdo bis-alilica, estabilidade a oxidacdo, maior valor de aquecimento, densidade e
viscosidade. Conforme mostrado na Tabela 2, o biodiesel de Phormidium autumnale
apresentou grau de insaturacdo e indice de saponificacdo favoravel, o que reflete em uma
estabilidade oxidativa que atenda as normas nacionais e internacionais. De acordo com a
norma ASTM 6751, EN 14214 e ANP 255, o aumento da concentragdo de insaturacéo e do
indice de saponificacdo no biodiesel aumenta a estabilidade oxidativa do combustivel. Em
contrapartida para a soja o indice de saponificacdo ndo atende as normas de qualidade, assim
ficando mais susceptivel a auto oxidacao.

Além da estabilidade oxidativa, o ponto de entupimento de filtro a frio observado para a
microalga é de 7,09°C, o que em equilibrio com o ponto de névoa revela a sua eficiéncia para
a operacao a baixas temperaturas. Embora o biodiesel de soja tenha um ponto de entupimento
de filtro a frio de —2°C, essa cultura carece em estabilidade oxidativa (Bhatii et al., 2008;
Mathimani, et al., 2016). Além disto, para o maior valor de aquecimento, o biodiesel de soja
apresentou um valor inferior ao do biodiesel de microalgas. Segundo Makarevicience et al.
(2015), um valor de aquecimento inferior pode influenciar o desempenho operacional do
motor e aumentar o consumo de combustivel dos motores.

Em geral, a alta viscosidade e densidade do biodiesel leva a uma fraca atomizag&o, altos
depdsitos de carbono e falha na bomba de combustivel. No presente estudo, a densidade e a
viscosidade do biodiesel foi de 0,87 g/cm?® e 4,68 mm?/s respectivamente, assim atendendo
aos padrdes de qualidade. Estes valores sdo consistentes com o biodiesel produzido por
Nannochloropsis sp. que apresentaram uma densidade e viscosidade de 0,86 g/cm?® e 5,76 mm
2/s respectivamente (Chen et al., 2012).

Por outro lado, foi possivel encontrar um maior numero de cetano no biodiesel de
microalgas em relagdo ao da soja, isto ressalta o potencial do uso de microalgas como insumo
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para a producdo de biodiesel uma vez que, quanto maior o numero de cetano (gorduras
saturadas), menor atraso de igni¢cdo nos motores e menores emissdes de NOy (Behget, 2011).
Além disto, os demais parametros estdo todos em conformidade com os limites estabelecidos
pelos padrbes nacionais e internacionais (ANP 255, 2003, EN 14214, 2003, ASTM 6751,
2002).

Tabela 2 - Propriedades do biodiesel para o cultivo heterotrofico da Phormidium autumnale
empregando sacarose como fonte de carbono.

Cultivo

R : Leguminosa Normas
Parametros (Microalga)
Sacarose Soja? ASTM 6751 EN 14214 ANP 255
DU (%) 74,5 - - - -
SV (%) 211.8 - - -
1V (%) 70,04 128,0 - Max 120 -
CN (%) 56,31 49,0 Min 47 Min 51 Min 45
LCSF 7,5 - - - -
CFPP (°C) 7,09 -2
CP (%) 6,87 2
APE (%) 66,0 -
BAPE (%) 22,0 - - -
OS (h) 8,52 - Min 3 Min 6 Min 6
HHV (%) 39,5 17,153 - - -
i (mm?/s) 4,68 4,546 1,9-6,0 - -
p (g/cm®) 0,87 0,887 - - Max 0,9

DU: grau de instauragdo, SV: indice de saponificacdo, IV: indice de iodo, CN: nimero cetano, LCSF: fator de
cadeia longa saturada, CFPP: ponto de entupimento de filtro a frio, CP: ponto de névoa, APE: posicdo alilica,
BAPE: posicdo bis-alilica, OS: estabilidade a oxidagdo, HHV: maior valor de aquecimento, p: viscosidade, p:
densidade. ®Knothe (2017).

4. CONCLUSAO

O cultivo heterotrofico de Phormidium autumnale utilizando sacarose como fonte de
carbono organico geraram uma biomassa adequada a manufatura do biodiesel. O perfil de
acidos graxos do 6leo microalgal apresentado foram predominantemente saturados para o
cultivo, resultando em um biodiesel com propriedades de combustdo de acordo com as
principais normas nacionais e internacionais.
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