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Resumo: Biodiesel a partir de organismos unicelulares é tecnicamente viavel quando
as condigOes de cultivo séo satisfatorias favorecidas por meios sintéticos e naturais que
desempenham importantes fungbes para o crescimento das culturas e aumento da
biomassa. As varidveis abidticas, como pH e temperatura, podem implicar no
crescimento das espécies cultivadas. A referida pesquisa teve como ojetivo ampliar os
conhecimentos acerca de cultivos de microalgas em laboratério, a partir, de espécies
isoladas e cultivadas em diferentes meios de cultivo (sintéticos/naturais) bem como a
obtengao de d6leos e lipideos, por processos de extragdo com solvente “hexano”, e
caracterizacao do 6leos obtidos via “transesterificacao. As microalgas foram obtidas por
meio de arrastos horizontais subsuperficiais com duragédo de cinco minutos, com rede
de plancton de malha de 20pm,em acudes de regiées do Semiarido e tanques de cultivo
de tilapia na praia de Ipioca. O material utilizado para identificagdo das microalgas, foi
fixado em formol neutro a 4%. As amostras destinadas ao cultivo, foram transportadas
assepticamente sob aeracdo.O filo Chlorophyta foi o melhor representado com 45
taxons (64%). Verificamos que as microalgas quando cultivadas em laborat6rio sob
condigBes controladas e meios sintéticos em quantidades adequadas, podem favorecer
0 crescimento satisfatorio das culturas, a depender da espécie cultivada. Dentre as
cloroficeas, foi possivel o isolamento dos géneros Desmodesmus sp., e Westella
botryoides (West) De Wildeman. Os meios utilizados influenciaram sobre as taxas de
crescimento das microalgas cultivadas. Os percentuais de 6leo e lipideos das amostras,
foram de 2,63% e 96,68%, respectivamente.
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Abstract: The text focuses on how the incorporation of the elements of the indigenous
culture in the didactic book of Physics will represent, in a meaningful or not learning by
the indigenous students of the Extreme South of Bahia. Within this context, | bring as a
problem, Biodiesel from single-celled organisms is technically feasible when the
conditions of cultivation are satisfactory by synthetic and natural means that play
important roles in growing crops and increasing biomass. Abiotic variables such as pH
and temperature may imply the growth of cultivated species. The objective of this
research was to increase knowledge about microalgae cultures in the laboratory, from
isolated species and cultivated in different culture media (synthetic / natural), as well as
the production of oils and lipids, by solvent extraction "Hexane", and characterization of
the oils obtained via "transesterification”. The microalgae were obtained by means of
horizontal subsurface trawls lasting five minutes, with mesh of plankton of 20um, in
reservoirs of regions of the Semiarid region and tilapia culture tanks in the beach of
Ipioca. The material used to identify the microalgae was fixed in neutral formol at 4%.
The samples destined to the culture were transported aseptically under aeration. The
Chlorophyta filo was the best represented with 45 taxa (64%). We verified that
microalgae when grown in the laboratory under controlled conditions and synthetic media
in adequate amounts may favor satisfactory crop growth, depending on the species
cultivated. Among the chlorophytes, it was possible to isolate the genus Desmodesmus
sp., And Westella botryoides (West) De Wildeman. The media used influenced the
growth rates of cultured microalgae. The oil and lipid percentages of the samples were
2.63% and 96.68%, respectively

Keywords Biofuel; Fitoplancton; Biotecnology.
1 INTRODUCAO

Ao longo do século XX, as interagcdes entre 0 progresso técnico-cientifico e o
crescimento demografico das cidades fez com que a relagdo entre o homem e a
natureza chamasse a atencdo para o uso sustentavel dos recursos naturais e para o

estabelecimento de formas nao destrutivas ao meio ambiente (SALES e SALES, 2010).

No semiarido brasileiro grande parte de seus micro e pequenos agudes séo
usados prioritariamente para dessedentacdo animal, obrigando o abastecimento
humano a ser realizado por fontes externas (por exemplo, cisternas de placa). O livre
acesso do gado aos reservatérios vem causando grandes prejuizos aos demais usos e
usuarios, problema que se torna mais grave quando o reservatério € usado para o
abastecimento humano. A preocupagéo especifica com relagéo ao clima diz respeito ao
aquecimento global (“efeito estufa”), que é gerado pelo excesso de emissao de CO- na
atmosfera. Grande parte deste excesso deriva do modelo energético global, cuja matriz
tem como fonte principal de matéria-prima 0s recursos naturais nao-renovaveis,
especialmente o petrdleo (AMIN, 2009; MATTEI, 2010; ARAUJO, 2011).

O biodiesel pode ser produzido a partir de uma grande variedade de matérias-

primas. Sendo, estas matérias-primas mais comuns o0s 0leos vegetais (soja, algodao,
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palma, amendoim, colza/canola, girassol, cartamo, coco) e gorduras animais (sebo),

bem como 6leos de residuos (6leos usados em frituras) (KNOTHE, 2005).

Dentre as novas matérias-primas usadas na obtencédo de 6leo destinado a
producdo de biodiesel, as microalgas emergiram como uma das fontes mais
promissoras, por duas razées principais: o rendimento em 6leo das microalgas é muito
mais alto do que o melhor rendimento obtido com as oleaginosas tradicionais; as
microalgas podem crescer em lugares que nao sejam terras agricolas e florestas,
minimizando assim os danos causados aos ecossistemas e a producao de alimentos
(PEQUENO, 2010).

Aparentemente, h& poucos estudos realizados com a performace das microalgas
para biocombustivel, devido a limitagdo de dados mais abrangentes. Portanto, os
parametros relacionados com a producdo de biocombustiveis de microalgas como a
produtividade da biomassa, teor de lipidios e de eficiéncia energética a jusante (colheita,
secagem e transesterificagdo) sdo obtidos com base puramente em escala experimental
de dados de laboratério. Embora os dados obtidos de estudos em escala laboratorial
possam ser irrelevantes quando aplicados a produg¢éo em larga escala, no entanto, a
maioria dos estudos conclui que a producao de biocombustiveis a partir de microalgas
€ um processo energetico extremamente intensivo. Dentro do contexto de expansao
energética no pais, com a producdo de energia através das microalgas torna-se uma
alternativa possivelmente viavel, tendo em vista as condi¢c6es propicias de temperatura
e a grande costa litoranea brasileira uma vez que o0s recursos para a montagem de
biomassa fotoautotrdfica, vao além das necessidades de luz e do carbono (REYNOLDS,
2006; HOLANDA et al., 2011; LAM e LEE, 2012).

O cultivo de microalgas é praticado ha cerca de 140 anos, acompanhando os
progressos nas areas de Ciéncias Ambientais, da Fisiologia e da Microbiologia
(LOURENCO, 2006). Os meétodos envolvendo impactos em cultivo de algas em
laboratorio e sua importancia em particular para o avango da ficologia, e da biologia em
geral, foram resumidos por BOLD e WYNNE (1985).

O referido estudo, teve como objetivo aprofundar os conhecimentos a respeito
do cultivo de microalgas em laborat6rio, no que diz respeito a capacidade de assimilacédo
de meios sintéticos e naturais exigidos com poténcial para producao de 6leos e lipideos

sendo avaliado o seu crescimento em diferentes meios: naturais e sintéticos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado utilizando material (microalgas e 4gua) coletadas em
regides do Semiarido Alagoano (Campo Alegre e Anadia), litoral centro (Lagoa Mundau)
em Maceio e litoral norte (tanques de cultivo de tilapia em Ipioca) durante os meses de
setembro/2010 e setembro/2011.

No acude de Anadia as coletas foram efetuadas entre as coordenadas 9° 42'
7,62" S e 36° 19' 52,5" W, um ambiente com caracteristicas tipicas de ambientes
eutrofizados, com grande concentracdo de macrofitas aquaticas, circundando toda sua
extensdo. No acude Campo Alegre as coletas foram efetuadas entre as coordenadas 9°
47 13,96” S e 36° 21" 10,98” W, na fazenda Vista Alegre que fica situada em uma area
de perimetro urbano, com ambiente também com caracteristicas tipicas de areas
eutrofizadas, apresentando possivelmente alto indice de poluicdo, devido a poluentes
provenientes de efluentes de esgotos domeésticos, que se encontram as margens do

local.

As amostras de agua para coleta de microalgas foram obtidas por meio de
arrastos subsuperficiais e horizontais, utilizando rede de plancton de abertura de malha
de 20um, com duragdo de cinco minutos. Em seguida, o material coletado foi fixado em
campo, com formol neutralizado a 4%. Posteriormente em laboratério este material foi
destinado a identificagdo do fitoplancton, utilizando microscopio 6ptico binocular
(Olympus BX41).

Para o cultivo de microalgas em laboratério, foi efetuado coletas com a mesma
metodologia jd@ mencionada sendo, o material transportado “in vivo” mantido sob
refrigeracdo em uma caixa de isopor com gelo.Utilizou-se bombas de aquario para
aeracdo das amostras, até o Laboratério de Cultivo de Microalgas (LCMA) do Instituto
de Ciéncias Biol6gicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Na sede da associagdo de pescadores denominada “Anjos do Mar”, situada em
Ipioca-AL trés tanques (1, 2 e 3), com paredes de alvenaria e capacidade de 2000L de
agua eram utilizados para criagdo de peixes tilapia (Oreochromis niloticus). Nos tanque,
a psicultura era efetuada, separando os alevinos, de acordo com o tamanho sendo
mantidos sobre regime de constante renovagdo de agua, e estabelecendo conexdes
entre si. As coletas de microalgas nos tanques ocorreram nos meses de janeiro/fevereiro
de 2012. Foram retiradas duas amostras para cada tanque em garrafas com capacidade
de 500 mL?* e 1500 mL™. Foi realizada uma filtragem com rede de plancton de malha

de 20 um. O material obtido da filtragem foi reservado em um balde com capacidade de
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20L, procedimento este repetido em cada tanque (T.- tanque 1, T»>- tanque 2 e T3 -
tanque 3). Esta metodologia de coleta, foi diferenciada das anteriores sem contudo

impactar e causar estresse aos peixes, presentes nestes tanques.

As amostras obtidas dos tanques foram denominadas de  amostras
concentradas (C1,C; e C3) com a 4gua que ficou retida na rede de plancton e amostras
filtradas (F1,F- e F3) a agua que passou pela rede e ficou reservada no balde, totalizando
seis amostras. Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em frascos e
mantidas “in vivo” sob regime de constante aeracdo utilizando bombas de aquario. As
amostras que se destinavam ao cultivo em laboratorio, foram mantidas em frascos
autoclavados e transportados assepticamente em caixa de isopor, ao Laboratério de
Cultivo de Microalgas (LCMA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Na Lagoa Mundad, situado entre as coordenadas S 9°41' 11.75" S e 35° 46
17.39" W, as coletas de agua foram efetuadas no més de outubro/ 2011. A agua
coletada foi utilizada posteriormente, para enriguecimento das culturas em laboratério e
foi denominada neste estudo, de meio natural em substituicdo ao meio sintético e foi
utilizada na inoculacdo do cultivo das amostras provenientes das coletas nos acudes de
Campo Alegre e Anadia-AL

A temperatura (°C) e o Potencial hidrogenionico (pH) da &gua do cultivo de
microalgas, foram mensurados utilizando medidor de pH digital LABMETER (modelo
PH,-PHS-3B).

Para andlise do fitoplancton, aliquotas de 1 mL? de cada amostra proveniente
das coletas,, foram analisadas com auxilio de microscépio 6ptico binocular (Olympus
BX41). Procedeu-se andlise direta das microalgas, em objetiva de (aumento 20 e 40x).
A identificacao e classificacdo dos taxons foram determinadas através de bibliografias
especializadas: Peragallo e Peragallo (1897-1908), Cupp (1943), Hustedt (1930, 1959,
1961-1966), Round (1971), Prescott (1975), Horeckd e Komarek (1979), Komarek
(1984, 1991), Sournia (1986), Koméarek e Anagnostidis (1986, 1989), Streble e Krauter
(1987), Ricard (1987), Taylor (1987), Anagnostidis e Komarek (1988), Komarek e
Kovacik (1989), Anagnostidis e Komarek (1990), Silva-Cunha e Eskinazi-Leca (1990),
Parra e Bicudo (1995), Moreno et al., (1996), Thomas (1997), Komarek e Anagnostidis
(1998), Komarek et al., (2003) e Komarek e Anagnostidis (2005).

Foi utilizado o Sistema de Classificagdo de Round et al, (1990) para

enquadramento taxondmico das diatoméaceas e o de Steindinger e Tangen (1997) para
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os dinoflagelados. Os critérios para refinamento da identificacdo e os nomes cientificos
de espécies foram checados junto ao banco de dados internacional ALGAEBASE

(http://www.algaebase.org/).

Através da analise das amostras, foram determinadas e abundancia relativa do

fitoplancton:

2.1 Abundancia relativa (A.R) de cada tdxon — Apos a identificagéo, foram realizadas
contagens dos organismos e calculada a abundéancia relativa de cada taxon, utilizando
a férmula: A=N x 100/n onde, N = n° de espécies na amostra; n = n° total de espécies,
sendo estabelecidos os seguintes critérios: dominante — ocorréncia maior do que 50%;
abundante — ocorréncia entre 50 e 30%; pouco abundante — ocorréncia entre 30 e 10%;
rara — menor de 10% (LOBO e LEIGHTON, 1986).

2.2 Estratégias de cultivo e produgao de microalgas

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo de Microalgas (LCMA)
no Instituto de Ciéncias Biolégicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal de

Alagoas (UFAL) e teve inicio, em setembro de 2011.

As microalgas utilizadas com fins de cultivo, foram coletadas em campo, nos
acudes de Anadia, Campo Alegre e Ipioca em criatérios de peixe tilapia (Oreochomis
niloticus). A temperatura da sala durante o experimento de cultivo de microalgas foi

mantida em torno de 25+2 °C.

As culturas foram desenvolvidas com iluminacdo artificial (lampadas
fluorescentes de 40 W), sendo submetidas a fotoperiodo integral e agitacdo (aeracao)

constantes, com um fluxo de ar atmosférico de 0,3 L.min™.
2.3 Meios de cultura

Para avaliar as taxas de crescimento das microalgas em laboratério foram
testados diferentes meios artificiais: Provasoli (1968) (modificado), N.P.K. (Nitrogénio,
Fosforo, Potéassio), fertilizante folear mineral misto e vitamina (citoneurin 5000) e
naturais: himus organico, fermento biolégico, vinhoto de cana-de-acucar, descritos nas
(Tabelas 1, 2, 3 e 4). O preparo dos meios de cultura seguiu as técnicas padrdes para

microalgas.
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No referido experimento, 0 meio Provasoli(1968) foi modificado, adequando-se,
a concentragdo de cada reagente (solucdo principal e vitaminica), de acordo com a

finalidade da cultura.

Tabela 1. Concentracdes (mL™?) dos compostos dos meios de cultura sintético | —
Provasoli(1968) modificado utilizados para culturas de microalgas provenientes das
coletas de Anadia e Campo Alegre-AL (Provasoli, 1968).

Solucéo Principal

(CsHs(OH)2P0O4Na..H,0) Glicerofosfato de Sddio 10 g/200mL*
(NaNOs3) Nitrato de Sédio 79/200mL?
EDTA (Sal Dissodico P.A) 140g/200mL*

Solucgdo de Sais

EDTA (Sal Dissodico P.A) 1 g/200mL™*
(Hs BO3) Acido Bérico 1,12 mg/200mL™*
(FeCl,) Cloreto de Ferro 48 mg/200mL*
(MnO_) Oxido de Manganés 120 mg/200mL*
Co(NO3)2.6H,0 Nitrato de Cobalto 5 mg/200mL*

Solugdes vitaminicas

Vitamina Bi. 25 mg/100mL*

Tiamina 500 mg/100mLt

Biotina 500 mg/100mL?
40
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Tabela 2. Meios de cultura (natural) enriquecido com vitaminas, utilizados culturas de
microalgas provenientes das coletas de Anadia e Campo Alegre-AL.

Solugdes vitaminicas

Vitamina B2 25 mg/100mL-!
Tiamina 500 mg/100mL?
Biotina 500 mg/100mL?
Agua da Lagoa Mundau 250mL1
Agua dos agudes 250mL1

Tabela 3. ConcentragGes (mL™?) dos compostos dos meios de cultura sintético II-
(Provasoli, 1968), com modificagfes, utilizados para enriquecimento das culturas de

microalgas provenientes das coletas de Ipioca-AL.

Solugéo Principal

(CsHs(OH)2P0O4Naz.H20) Glicerofosfato de Sédio 105,0 mg/1000mL-1
(NaNOs3) Nitrato de Sédio 15,0 mg/1000mL-?
EDTA (Sal Dissodico P.A) 24,9 mg/1000mL*

Solucgéo Sais

(Fe(NHa)2(S04)2.6 H20) Sulfato de Ferro Amoniacal 10,5 mg/1000mL-?
(HsBOs) Acido Bérico 3,0 mg/1000mL1
(FeCls.6H20) Cloreto Férrico Hexahidratado 0,15 mg/1000mL?
(MnCl2.4H20) Cloreto de Manganés Tetrahidratado 0,6 mg/1000mL*
(ZnClz) Cloreto de Zinco 0,075 mg/1000mL!
(CoCl2.6H20) Cloreto de Cobalto 0,0015 mg/1000mL-1

Solucgdes vitaminicas

Citoneurin 5000 1,0 pL/1000mL?
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Tabela 4: Meio sintético Ill, para amostras CONCENTRADAS (C1, C», Cs) e FILTRADAS
(F1, F2, F3), utilizados para enriqguecimento das culturas de microalgas provenientes das

coletas de Ipioca-AL.

Solucéo Principal

Meio Provasoli (modificado) 1.5 pl/500mL?
N.P.K.(Nitrogénio, Fésforo, Potassio) 1.5 pl/500mL?
Humus Organico 1.5 ul/500mL*
Fermento Bioldgico 1.5 pl/500mL?
Vinhoto de Cana-de-Acucar 1.5 pl/500mL?
Fertilizante Folear Mineral Misto 1.5 pl/500mL™*?

Solugdes vitaminicas

Citoneurin 5000 0,5 pL/500mL*

As microalgas dos tanques de cultivo de tilapia foram denominadas neste
experimento de CONCENTRADAS (Ci, Cz, C3) e FILTRADAS (Fi, F2, F3), sendo as
amostras Ci e F1 (provenientes do tanque de cultivo de tilapia 1), as amostras C; e F»
(provenientes do tanque de cultivo de tilapia 2) e as amostras Cs e F3 (provenientes do
tanque de cultivo de tilapia 3) sendo esse procedimento realizado em replicas para cada
amostra, sob condi¢des laboratoriais idénticas, para avaliar o padrao de comportamento
de cada uma das microalgas cultivadas.

A contagem do nuamero de células algaceas, ocorreu por microscopia direta
utilizando Camara de Neubauer com profundidade de 0,1mm. O total do namero de
células, foi obtido através do somatorio das células encontradas nos quatro quadrados
da camara, obedecendo uma margem de erro, segundo Lund et al (1958) apud
LOURENGCO (2006).(tabela 05)
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Tabela 5. Numeros de individuos contados e exatidao correspondente, para um limite de

confianga de 0.95.

4 +100% 0-8
16 +50% 8-24
100 +20% 80-120
400 +10% 360-440
1.600 +5% 1.520-1.680
10.000 +2% 9.800-10.200
40.000 +1% 39.600-40.400

* Segundo Lund et al (1959) apud LOURENCO (2006).

Recuperacao de biomassa algal

O processo de separacéo das microalgas (biomassa) do meio liquido se deu
por floculagcao seguido de decantacgéo e ocorreu no Laboratdrio de Saneamento
Ambiental (LSA) do Centro de Tecnologia (CTEC) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL)

Para o processo de floculagdo foram utilizados 1 mL*? de sulfato ferroso para
cada 20 L de meio de cultura. A amostra foi em seguida submetida & agitacdo durante
um periodo de 20 minutos.

Foram observados a formacao de flocos e aguardou-se por mais um periodo de
20 minutos, para que ocorresse a decantacdo da biomassa das microalgas presentes,
no fundo do recipiente. Apos este periodo de tempo, foram observadas a decantacgéo,
sendo em seguida o sobrenadante retirado, com cautela, com a finalidade de evitar ao
méximo a quebra dos flocos.

O residuo que permaneceu no fundo do recipiente foi centrifugado, visando a
separacao de fases (liquida/sélida) sendo efetuado a retirada do excesso de agua da
amostra. Apos centrifugacdo, a amostra da microalga decantada, foi adicionada a um
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papel tipo filtro, pesada e seca em estufa a temperatura de 50°C durante o periodo de
24 horas.

Extracdo de 6leo a partir das microalgas do cultivo

No referido estudo, optou-se por utilizar o solvente hexano, para extracdo do
6leo. O método utilizado para extracdo do 6leo foi o método Soxhlet (1879) convencional
com 200 mL™* de hexano.

O rendimento da extragdo foi obtido utilizando o quociente entre massa de 6leo

extraida e a massa total da amostra, obtida quando calculada pela equacéo abaixo:

Teor de bleo (To): n

Sendo: (To) - Teor de 6leo
(P1) - Massa seca antes da extracdo de Oleo

(P2) - Massa seca ap6s extracdo de Oleo

Determinacéo de lipideos (1AL 032/IV) por extrac&o direta em Soxhlet

O método para determinacdo de lipideos presentes na amostra obtida da
microalga Desmodesmus sp., foi executada por extracdo direta em Soxhlet (utilizando
hexano). A amostra foi previamente seca em estufa , a uma temperatura de 100°C,
estufa durante o periodo de 1 hora, em balédo de fundo chato previamente identificado,

no cartucho em que se procedeu a extracao de 6leo pelo método Soxhlet.

ApOs este periodo o material foi transferido para dessecador até peso constante.
Pesou-se 2g de amostra em cartuchos de Soxhlet com papel de filtro qualitativo fechado
com algodéo. Acoplou-se o cartucho em conjunto de soxhlet com baléo de fundo chato.
Adicionou-se sobre os cartuchos 100mL de hexano e procedeu a extragdo de forma
continua por um periodo de 2 horas em chapa aquecedora, usando uma temperatura

na qual o solvente ndo ficou sob ebulicdo.

Apoés o periodo de extracdo determinado pela liquidez do solvente destilado,
desmontou-se o sistema Soxhlet e retirou-se o cartucho ou papel de filtro. O hexano

destilado foi transferido para um baldo e em seguida para estufa a 100 °C, por periodo
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de duas horas. Apls esfriamento da amostra em dessecador, foram procedidas a

pesagem, e o resultado foi obtido utilizando-se a formula descrita abaixo:

Lipideos =100 * N

P

Sendo: (N) - massa de lipideos (massa final do baldo — massa do baléo);
(P) - massa tomada da amostra.

Onde: O peso da amostra (P) - € o conjunto (massa da amostra + cartucho de filtro de

papel).

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, empregando-se média
e desvio padrdo plotados em planilha eletrbénica, utilizando o programa MICROSOFT
EXCEL 2010, com a finalidade de identificar a ocorréncia ou ndo de diferencas
significativas, entre os parametros testados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Em relacdo aos parametros fisicos de pH e temperatura, observados em

laboratério durante o cultivo, estes se encontram descritos na (tabela 6 e figuras 1 e 2).

Neste estudo o pH variou de 3,06 a 6,57, apresentando-se dentro da faixa de
ligeiramente acido, durante as etapas do cultivo. Ja as taxas de temperatura oscilaram
de minima 24.6, na amostra C1 (25 maio/2012) e maxima de 31,3 na amostra F3 (30 de
maio/2012).

A temperatura € um dos fatores que mais afetam a taxa metabdlica dos
organismos. Apesar de ter ocorrido um problema com o sistema de refrigeracdo no
laboratério, como pode ser observado na (tabela 7), com aumento da temperatura a
apartir de 02/05/2012, até esta data, a mesma variou de 25,2°C a 28,7 °C.
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Tabela 6. Temperatura e ph do cultivo de microalgas em laboratério, obtidas de 4gua

dos tanques de tilapia no periodo de maio a junho de 2012.

*C 25. 6. 25. 6. 25. 6. 24. 6. 28. 6. 29. 6. 30. 6. 29. 6. 28. 6.
1 56 2 2 1 2 6 2 92 5 3 55 7 2 8 0
*C 26. 3. 25. 6. 25. 6. 25. 5. 28. 6. 30. 4. 30. 5 31. 5 30. 5.
2 9 2 7 0 6 0 2 9 5 0 1 0 6 4 2 1 1 2
*C 26. 3.
3 1 1
P27, 4. 26. 4. 25. 4. 25. 4. 28. 4. 29. 4. 29. 6. 29. 5. 29. 5.
1 2 1 4 5 5 2 4 7 3 0 4 3 2 4 0 0 O
*F 26. 5. 26. 4. 26. 5. 25. 5. 28. 5. 29. 4. 30. 5 31. 4. 30. 4.
2 6 5 17 3 4 6 1 91 7 1 4 1 0 8 2 8
*F 27 3. 26. 4. 26. 4. 25. 3. 28. 4. 30. 4. 31. 5 31. 5 30. 5.
3 19 00 1 0 4 9 4 3 2 0 3 4 0 2 5 4
5 22. 8. 25. 5. 25. 5. 25. 5. 28. 5. 29. 4. 30. 5 30. 5 29. 5.
6 5 81 7 2 2 0 7 2 7 5 4 7 4 3 7 3
D 9 0. 1. 0. 0. 0. 0. 0 0.
9.6 0.3 0.4 0.2 0.2 0.5 0.8 0.8 0.7
P 2 8 0 9 8 2 5 2 3
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Figura 01. Temperatura do cultivo de microalgas em laboratério, obtidas de dgua dos

tanques de tilpia no periodo de maio a junho de 2012.

Espécies tropicais podem ser cultivadas em temperaturas entre 20-25°C e

outras também podem necesssitar de temperaturas mais altas ou mais baixas para

atingir um crescimento 6timo, estando na dependencia das necessidades de cada

espécie. Cultivar microalgas em temperaturas diferentes da temperatura 6tima pode

provocar uma diminuigdo do crescimento celular (no caso de baixas temperaturas) ou
inibicdo e morte (no caso de altas temperaturas) (TEIXEIRA, 1973; LOURENCO, 2006;

RIBEIRO et al., 2010).
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Figura 02. Ph do cultivo de microalgas em laboratério, obtidas de dgua dos tanques de

tilapia no periodo de maio a junho de 2012.
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* Amostras concentradas (Ci, C2, Cs3) e filtradas (F1,F2 e F3) obtidas dos tanques de
cultivo de tilapia (T1, T2 e T3) e isoladas em laboratério; (-) significa: valores referentes
as amostras que nao foram determinados; Z = media do pH e temperatura das amostras
concentradas (Cy, C2, Cs) e filtradas (F1,F2 e Fz) ao longo dos dias; DP= desvio padréo
do pH e temperatura das amostras concentradas (C1, C>, Cs) e filtradas (F1,F2 e Fs) ao

longo dos dias.

Embora o pH seja uma variavel fisico-quimica, seu controle é essencial para que
componentes do meio de cultura possam ser efetivamente absorvidos, afetando
diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos. O pH em niveis de 9,0-9,5
€ considerado toxico para muitas espécies de microalgas. Valores de pH entre 6 e 9
favorecem o crescimento da alga com pH 6timo ao redor de 7,8 (LOURENCO, 2006;
PEREZ et al., 2008).

Verificou-se que de acordo com a literatura que algumas espécies de microalgas
sdo indicadas para cultivo quando se tem como fim, a producdo de biodiesel. A
comunidade fitoplanctbnica das &reas estudadas no presente trabalho, estiveram
representadas por espécies distribuidas nos filos Chlorophyta (45 spp.) com 64% de
abundancia relativa sendo considerado dominante, Cyanophyta (12 spp.) com 17%
considerada pouco abundante, Bacillariophyta (09 spp.) com 9%, Euglenophyta (03
spp.) 3% e Dinophyta (01 sp.) 1%, sendo estas tres utlimas consideradas raras (Figura

04)
_ o4
4
= 13
17
= 45
= 3
=
=
= 12
0 10 20 30 40 50 60 70
= Chlorophyta Euglenophyta m®Dinophyta ™ Bacillariophyta = Cyanobacteria

Figura 03. Abundancia relativa (%) dos Filos Chlorophyta, Euglenophyta, Dinophyta,

Bacillariophyta e Cyanobacteria.
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As amostras de microalgas concentradas e filtradas, foram contadas ao longo de
seis dias, com intervalos de contagem (Cél.L-1) de dois dias, utilizando Camara de
Neubauer com profundidade (0,1mm), onde sédo descritos os valores de média e desvio

padréo.

O estudo da densidade fitoplanctdnica das amostras (Ci1, C2, € Cz e F1, F2 e F3)
revelou a ocorréncia de espécies de Chlorophyta em nameros significativos (tabela7).
Dentre estas cloroficeas, foi possivel o isolamento das microalgas dos géneros
Desmodesmus sp., e Westella botryoides (West) de Wildeman. Foi possivel observar
uma acentuada variacdo na densidade celular em numero de (Cél.L-1) do fitoplancton
em relagdo as contagens, durante o periodo estudado de (14 e 24/06/2012) sendo, esta
variagdo, mas acentuada nos dias 20/junho/2012 e 24/junho/2012, apenas para as

amostras (C1 e C»).

Tabela 7. Determinagcdo da densidade de microalgas das amostras concentradas e

filtradas obtidas em trés tanques criagcdo de tilapia- Ipioca/AL.

*C Desmodes

150.00 200.00 375.00 730.00 500.00 640.00
1 mus sp.

*C Westella
2 botryoides

130.00 180.00 440.00 660.00 472.00 552.00

*C Desmodes

3 Mmus sp.

49
Revista Ouricuri, Paulo Afonso, Bahia, v.7, n.1, p.034-063.jan./abr., 2017.
http://www.revistas.uneb.br/index.php/ouricuri | ISSN 2317-0131



http://www.revistas.uneb.br/index.php/ouricuri

*F  Desmodes
12.80 13.44 20.64 25.47 13.44 13.92

1 mus sp.
*F Westella
_ 6720.00 7.65 19.68 21.36 34.56 32.64
2 botryoides
*F  Desmodes
5.92 8.46 17.28 21.36 30.72 31.98
3 mus sp.
> 1403.74 81.91 174.52 291.64 210.14 254.11
D
b 2658.78 88.50 191.34 330.09 225.52 280.62

*Amostras concentradas (Ci, C2, C3) e filtradas (F1,F2 e F3); (-) significa: valores
referentes as amostras nao foram determinados; Z = media das células de microalgas;

DP= desvio padrdo das células de microalgas.

Teor de 6leo

No referido estudo as amostras de algas do género Desmodesmus sp., foram
submetidas a extragao de dleo pelo método/via “Soxhlet”. O rendimento do déleo, foi
obtido utilizando-se o quociente entre massa do 6leo extraida e a massa total da
amostra, como segue nos calculos descritos abaixo:

Teor de 6leo (To):

To= P1-P2 = 0,091 =0,02630 —»que equivale a 2,63% teor de 6leo, obtidos para o

género de microalga Desmodesmus sp.
P1 — 3,4591
Onde: P;-3,5501- amostra de microalgas seca antes da extracao de 6leo.
P, - 3,4591- amostra de microalgas seca ap6s extracdo de 6leo.

O valor obtido é considerado pouco satisfatorio para o referido estudo tendo em
vista, que o volume de biomassa de microalga seca, impossibilitou o resgate total do

Oleo ficando desta forma na margem de erro do equipamento.

Neste sentido, podemos citar o trabalho de Dantas et al. (2010) que sugerem
gue o metanol e o tetrahidrofurano apresentaram-se como os solventes mais eficientes
na extracdo de componentes de microalgas utilizando o ultrassom. Ainda segundo o
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autor, o hexano, solvente comumente utilizado em extracdo por Soxhlet ndo apresenta

extracdo acentuada de componentes de microalgas, quando se utiliza o ultrassom.

Segundo Halim et al. (2012), 0 mecanismo proposto para extracdo por solvente
organico pode ser dividido em 5 passos e durante esses processos uma pelicula
organica estética é formado devido a interagdo entre o solvente organico e parede
celular. Este filme envolve a célula das microalgas e permanece imperturbavel por

qualquer fluxo de solvente ou agitacao.

Durante este experimento, foi obtido 3,5501g de biomassa de alga
Desmodesmus sp., com teor de 6leo de 2,63%. Este valor foi abaixo do esperado e
apresentou-se na margem de erro do equipamento, impossibilitando o resgate do éleo
solubilizado pelo hexano durante o processo extragdo. Isso pode ser evidenciado em
outras pesquisas que visaram a obtencdo do biodiesel, quando se utlizou a método

soxhlet.

Embora os biocombustiveis de microalgas (principalmente o biodiesel,
bioetanol, biometano e bio-6leo) sejam previstos para trazer uma contribuicao
significativa na diversificacdo do setor global de energia renovavel, ainda existe um
grande ponto de interrogacdo em torno da sustentabilidade na industria para
funcionamento a longo prazo. Até agora, nao ha nenhuma producdo e processamento
comercial de biomassa de microalgas em biocombustiveis. Isto tem causado a falta de

compreensédo da cadeia de operacao a nivel de processo global (LAM e LEE, 2012).

Determinacé&o do teor de lipideos

O rendimento de lipideos foi obtido pelo método por extracéo direta em Soxhlet

e para efeitos de calculo foi usado a seguinte formula:

Lipideos = (P - N) * 100
P

Sendo: P - Peso do conjunto (amostra + filtro) seco em estufa;
N - Massa de lipideos.
Onde: (P) - 3,4590g - Peso da amostra, conjunto (filtro + amostra);
(Q1) - 134,1442g - Peso do balédo antes da extracéo;

(Q2) - 134,1900g -> Peso do baldo apos a extragao;
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(N) = (Q2 — Q1) = 0,0457g > Massa de lipideos.
Célculo para determinacgéo do teor de lipideos:

Lipideos (%) = (3,4590 — 0,0457) * 100 =98,68%

3,4590

Este valor obtido ao final do processo de extracdo de 98,68% foi o percentual de lipidios,

obtido para o género de microalga Desmodesmus sp.

Sabe-se que tanto o carbono inorganico (CO2) como o carbono organico séo
fontes de acetato de glucose, etc, e podem ser utilizados pelas microalgas para
producao de lipidos. Para obter biodiesel, a gordura vegetal ou 6leo animal € submetido
a uma reacao quimica denominada transesterificagdo (KNOTHE, 2005; HUANG, et al.,
2010).

Halim et al. (2012) descreveram que a extracao dos lipidios das microalgas
geralmente usa um solvente organico ou fluido supercritico (tal como o dioxido de
carbono supercritico), utilizando extracdo por solvente. Para extracdo de fluido
supercritico, a pressao de descompressao retorna a extragao por solvente, bem como
a agua residual para a seu estado gasoso e resulta em precipitagcdo forgada dos lipidos.
Como tal, nenhuma etapa adicional € necesséria para a remocao da extragdo por

solvente e agua residual.

Para Knothe (2005) o metanol é utilizado como o alcool para a producdo de
biodiesel por apresentar menor custo, embora outros alcoois tais como etanol e O-
propanol possam produzir biodiesel com melhores propriedades de combustivel. Muitas
vezes, 0s produtos resultantes sdo também chamados ésteres metilicos de éacidos

graxos (FAME) em vez de biodiesel.

Halim et al., (2011) mostraram que o género Chlorococcum sp. utilizado em seu
estudo, apresentou um baixo rendimento lipidico (7,1%) em relacdo ao peso de
biomassa seca em comparacdo espécies de microalgas ricas em lipidios como
Nannochloropsis sp. (com percentual de 25,0% em relag&do ao peso de biomassa seca)
e Botryococcus braunii (com percentual de 28,6% em peso para biomassa seca). Para
extracao supercritica usando CO, o rendimento de lipidios foi usado para diminuir com

a temperatura e para aumentar com a pressdo. Foram encontradas diferencas nao
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significativas nas composicdes de lipideos FAMA e em extratos obtidos sob diferentes

parametros de extracdo de CO, supercriticos.

Ainda segundo Halim (2011), o sucesso proposto no modelo, correlaciona a
evolucao lipidica durante a extracdo de CO, supercritico (r2> 0,92) o que tem permitido
uma analise mais aprofundada e demonstrado que o coeficiente lipidico da
transferéncia de massa (k) aumenta com a polaridade do solvente. Ja com a extracéo
pelo metodo Soxhlet utilizando hexano, foi considerada significativamente menos
eficiente do que a extracdo usando CO; supercritico, conseguindo rendimento lipidico

de 0,058 g/g de microalgas seca.

Nos dultimos anos, o potencial e perspectivas das microalgas para o
desenvolvimento de energia sustentavel tém sido amplamente analisado e as
microalgas estdo previstas para ser o combustivel do futuro sendo considerada na
atualidade como uma das principais fontes de pesquisas no campo dos biocombustiveis
e que pode trazer enormes beneficios para os seres humanos e para o ambiente. O
processo produtivo que predomina em escala mundial ocorre através da reacdo de
transesterificagdo de Oleos vegetais (soja, dendé, mamona, amendoim, palma etc.) com
um alcool (metanol ou etanol), na presenca de um catalisador acido ou basico. Desta
reacdo deriva um éster (biodiesel) e diversos subprodutos (glicerina, lecitina etc.). A
escolha de uma ou outra rota (metilica ou etilica) depende da realidade de cada pais,
dos precos de cada um dos produtos das rotas, bem como do consumo de energia gasta
no processo reativo (HALIM et al., 2011; MATTEI, 2010; LAM e LEE, 2012).

4 CONCLUSOES

Com relagéo ao levantamento da comunidade fitoplanctdnica realizado no
referido estudo, obteve-se um total de 70 taxons, distribuidos nos Filos Chlorophyta,

Cyanophyta, Bacillariophyta, Euglenophyta e Dinophyta.

O Filo mais representativo foi o filo Chlorophyta, com 45 taxons, seguido por
Cyanophyta 12 taxons, Bacillariophyta 9 taxons, Euglenophyta 3 taxons e Dinophyta

1 taxon.

O resultado da contribuicéo relativa dos Filos foi maior para Chlorophyta, com
64%, (dominante) seguido por Cyanophyta 17% (pouco abundante), Bacillariophyta
9%, Euglenophyta 3% (ambos raras).
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No referido estudo, Desmodesmus sp., foi a espécie melhor favorecida pelos

meios utilizados (sintéticos e naturais).

Ao final do processo de extracdo por solvente pelo método Soxhlet
convencional, foi possivel obter 2,63% de 6leo e 98,68% de lipideos, para o género

Desmodesmus sp.

A 4gua da Lagoa Mundad, utilizada neste estudo, como meio natural ndo

demonstrou eficiéncia no crescimento das culturas algais testadas;

A substituicdo do vinhoto, combinado a outros meios sintéticos como meio
Provasoli, N.P.K, Himus Organico, Fermento Bioldgico, Fertilizante Folear Mineral
Misto, adicionado de vitamina citoneurin 5000 evidenciou ser um bom meio de
cultivo e, promoveram o crescimento da microalga Desmodesmus sp., de forma
satisfatdria podendo ser explorados em futuros estudos e pesquisas, como forma de

diminuir os custos de producéo de cultivo em laboratorio.

Foi possivel observar, que procedimentos metodolégicos podem ser
adaptados, a fim de, estabelecer melhor rendimento de 6leo e lipideos para as

microalgas obtidas nos mais diferentes ambientes.
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