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RESUMO

Lagoas de estabilizacdo produzem efluentes com altas concentragdes de biomassa
que geralmente sdo lancadas nos corpos receptores, podendo causar danos
ambientais. Todavia, essa biomassa algal, proveniente do efluente final de lagoas de
estabilizacdo, pode ser removida e aplicada para diversos fins, dentre 0os quais se
destaca a utilizacdo da biomassa como fonte de energia (biocombustiveis). Diante
desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil dos
constituintes metabdlicos das biomassas provenientes de lagoas de estabilizacdo da
ETE de Ponta Negra, Natal-RN. Foi realizada uma caracterizagdo qualitativa e
guantitativa das espécies de microalgas presentes nas lagoas de estabilizacdo. A
biomassa foi removida do efluente através das técnicas de centrifugacéo e flotacéo
por ar dissolvido utilizando doses de coagulantes policloreto de aluminio (100 mg/l) e
cloreto férrico (75mg/l). O método de extracao foi misto utilizando sistema solvente n-
hexano/agitador magnético e banho ultrassénico. O material lipidico extraido da
biomassa foi analisado utilizando as técnicas de espectrometria na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, termogravimetria e cromatografia em
camada delgada. A biomassa antes e apés a extracdo do 6leo foi avaliada utilizando
a técnica de espectrofotometria de absorcdo atbmica com chama e a
termogravimetria. Os resultados revelaram que as espécies predominantes
detectadas nas lagoas foram de synechococcus sp. (10%), Synecocytis sp. (43%) e
Chlorella sp. (36%). O rendimento médio do teor de material lipidico extraido das
biomassas foi 3,83%. Os espectros de infravermelho e a cromatografia em camada
delgada indicaram a presenca de éster, acidos graxos e triglicerideos no extrato do
material lipidico da biomassa. As analises de absorcdo atdbmica detectaram a
presenca de teores de ferro e aluminio totais na biomassa antes e apos a extracao do
Oleo. De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que o material
lipidico extraido das microalgas identificadas na lagoa de estabiliza¢éo tem o potencial
de produzir um 6leo rico em triacilglicerideos capaz de ser reutilizado na producéo de
biodiesel. Entretanto, foi verificado que os coagulantes utilizados no processo de
flotacdo provocaram um aumento da concentragdo de metais na biomassa antes e
apos a extracdo do oleo, limitando a sua reutilizagdo em aplicagfes futuras.
Palavras-chave: Lagoa de estabilizacdo. Biomassa de algas. Biocombustiveis.



ABTRACT

Stabilization ponds produce effluents with high amounts of biomass that are
transmitted to the receiving lagoons, which can lead to environmental damages.
However, this seaweedy biomass, originated from the stabilization ponds’ effluent, can
be removed and applied in several ways, mostly used as an energy source (biofuels).
Therefore, the main purpose of this work is evaluating biomass metabolic constituents
profile from stabilization pounds in Ponta Negra (Natal - RN) aiming its future
applications. A qualitative and quantitative characterization of the microalgae species
present in the stabilization ponds was carried out. The biomass was removed from the
effluent by centrifugation and air flotation techniques using aluminum polychloride
(100mg/l) and ferric chloride (75mg/l) coagulants. The extraction method was mixed
using solvent system n-hexane / magnetic stirrer and ultrasonic bath. The lipid material
extracted from the sample was analyzed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(TFIR), thermogravimetry and thin-layer chromatography. After the oil extraction, the
dry and residual biomass was evaluated by atomic absorption spectrophotometry. The
results show that the predominant species detected in the lagoons were
Synechococcus sp (10%), Synecocytis sp (43%) and Chlorella sp. (36%). The average
yield of the lipid material content extracted from the biomasses was 3.83%. The
Infrared spectra and chromatography results indicated the presence of ester, fatty
acids and triglycerides without extract the lipid material from the biomass. Also, atomic
absorption analyzes detected significant presence of total iron and aluminum contents
in the residual samples. In summary, results show that the lipid material extracted from
the stabilization pond has the potential to produce an oil rich in triacylglycerides
capable of being reused by biodiesel production. In addition, it was verified that the
coagulants used in the propagation process caused an increase in the concentration
of metals, limiting their reuse in future applications.

Keywords: Stabilization pond. Biomass. Biofuels.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —
Figura 12 —
Figura 13 —
Figura 14 —
Figura 15 —
Figura 16 —
Figura 17 —
Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Reacao de transesterifiCagao........ccoeeeviiiiiiiiiciiiieeeeeee e
Eutrofizacdo na lagoa da Boa Vista (Seta Lagoa, MG) ..............
Diagrama esquematico dos mecanismos de extracdo de
lipidios por solventes OrganiCoS...........cceuvvvvruuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee
Representa dois estagios de separa¢cdo de uma mistura de dois
Componentes mediantes cromatografia em papel. (a) Antes da
Separacdo e (b) Depois da Separacao..........cccccceceeeeeieeeeeeeeeeeeennn.

Diagrama de um equipamento para analises termogravimetria...

Esquema de espectrometro de absor¢cao atbmica modo chama...

Localizacdo da estacdo de tratamento de esgoto de Ponta

Caixa de distribuicdo de vazdo da segunda lagoa facultativa
aerada da ETE Ponta Negra.........ccccceeeeviiiiiiiiiiiiiiivieeeeeee
Caixa de distribuicdo de vazéo da segunda lagoa de maturacao
da ETE Ponta Negra..........ccooiiiiiiiiiieiiiiiciisee e
Equipamento  flotateste  utilizado para remover a
DIOMASSA. ...ttt
Biomassa flotada............eucieiiiiieiee e
Centrifuga utilizada para remover a biomassa.............ccccccvvveee...
Armazenamento da biomassa seca.............ccce e
Biomassa seca macerada e peneirada...............ooeevveviiniiiiinnennn.
Sistema de agitacdo mecanico associado ao banho ultrassénico
Etapas de recuperacao do material lipidiCO..........ccccoeeivvieeeenennnnnn..
Espectros de FTIR do material lipidico das microalgas...............
Placas cromatograficas do material lipidico da LFA, LFA - PAC,
LFA-CF (A)e LM, LM-PACeLM-CF (B)..cccceovererrrerireraeennn
Curvas de TGA e DTG da biomassa seca da LFA, LFA - PAC e
LFA-CF(A)edalLM,LM-PACEeLM-CF (B)..cccccceeerriirrrirraaannns
Curvas de TGA e DTG do extrato das biomassas da LFA, LFA -
PACeLFA-CF(A)edalLM,LM-PACeLM-CF(B)...cccccceeennu.e.

32
33
35

37

38

38

39
41
41
42
43
43
44
51



Tabela 1 -
Tabela 2 —

Tabela 3 —
Tabela 4 —
Tabela 5 —
Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —
Tabela 9 —

LISTA DE TABELAS

Teor lipidico de algumas espécies de microalgas................c...... 19
Composicdo quimica (%) dos principais acidos graxos
presentes em extratos de lipideos de Spirulina maxima, chlirelle
vulgaris, Scenedesmus obliquus, Nannochloropsis sp. e
Neochloris oleocabundans................uviiiiiiiiii e 20

Principais fatores que podem afetar as medidas de TGA/DTG.... 33

Amostras e pH utilizadas na flotagao ...............cccoeevvveiiviiiiiienenn. 40
Espécies e géneros presentes nas lagoas de estabilizacéo ....... a7
Material lipidico extraido das microalgas ............cccccceveveerceeennn. 49

Fator de retencdo obtido do material lipidico extraido da

DIOMASSA ... 52



CF
CAERN
CCD
DBO
ETE
FAD
FAAS

FTIR

LFA
LM
PAC
pH
RN

TG

LISTA DE SIGLAS

Cloreto férrico

Companhia de Agua e Esgoto do Rio Grande do Norte
Cromatografia em camada delgada

Demanda Bioquimica de Oxigénio

Estacao de tratamento de esgotos

Flotagcao por ar dissolvido

Espectrofotometria de absorcao atbmica com chama

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier

Lagoa facultativa aerada
Lagoa de maturacéo
Policloreto de aluminio
Potencial hidrogeniénico
Rio Grande do Norte

Termogravimétrica



Equacéao 1 —
Equacéao 2 —

LISTA DE EQUACOES

Rendimento do material lipidico microalgal ..............ccccceeeennne

Fator de retencéo



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3

3.4

3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.6
3.7

3.8
3.9
3.10
3.11

4.1
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.4

SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

REFERENCIAL TEORICO

LAGOAS DE ESTABILIZACAO

MICROALGAS EM LAGOA DE ESTABILIZACAO
APROVEITAMENTO DA BIOMASSA ALGAL DE LAGOAS DE
ESTABILIZACAO COMO POTENCIAL FONTE DE BIODIESEL
MICROALGAS PROVENIENTES DE EFLUENTES
DOMESTICOS EM MANANCIAIS

METODOS DE REMOCAO DE MICROALGAS

Centrifugacao

Coagulacéo / Floculacao

Flotacéao

METODOS DE SECAGEM DA BIOMASSA ALGAL

METODOS DE EXTRACAO DE MATERIAL LIPIDICO DE
MICROALGAS

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

ESPECTROMETRIA DO INFRAVERMELHO
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA MODO CHAMA
METODOLOGIA

LOCALIZACAO E CARACTERISTICA DA AREA DE ESTUDO
COLETA DO EFLUENTE

REMOCAO E SECAGEM DA BIOMASSA ALGAL

Remocéao da biomassa por flotagéo

Remocéao da biomassa por centrifugagéo

Secagem

EXTRACAO DO MATERIAL LIPIDICO DAS MICROALGAS

13
15
15
15
16
16
17

22
24
24
25
26
27

28
31
32
34

37
37
38
39
39
41
42



4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

5.2
5.3

5.4

5.6

5.7

CARACTERIZACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS
MICROALGAS DA LAGOA FACULTATIVA AERADA E DE
MATURACAO

CARACTERIZACAO DO MATERIAL LIPIDICO POR
INFRAVERMELHO DE TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
CARACTERIZACAO DO METERIAL LIPIDICO POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)
CARACTERIZACAO POR TERMOGRAVIMETRIA (TG) DA
BIOMASSA SECA E DO MATERIAL LIPIDICO
QUANTIFICACAO DE FERRO E ALUMINIO POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA MODO CHAMA
(FAAS) DA BIOMASSA SECA E RESIDUAL

RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS ESPECIES
DE MICROALGAS DA LAGOA FACULTATIVA AERADA E DE
MATURACAO

RENDIMENTO DAS EXTRACOES

ANALISE DO MATERIAL LIPIDICO POR ESPECTROSCOPIA
DO INFRAVERMELHO

ANALISE DO MATERIAL LIPIDICO POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA

ANALISE POR TG/TGA DA BIOMASSA DA LAGOA
FACULTATIVA AERADA E DA MATURACAO

ANALISE POR TG/TGA DO EXTRATO DA LAGOA
FACULTATIVA AERADA E DE MATURACAO

CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXO A — Comprovante de submisséo do artigo

44

45

45

46

46
47

47

48

49

51

53

55

58

59
66



13

1 INTRODUCAO

O sistema de tratamento de esgoto por meio de lagoas de estabilizacdo € um
dos mais utilizados no Brasil, pois segundo Von Sperling (2005), apresenta como
vantagens o baixo custo de implantacéo e simplicidade de operacéo. Além disso, as
condicdes climéticas no Brasil, assim como a grande disponibilidade de areas também
favorece sua implantacdo. Com base nestas condi¢ces, as lagoas de estabilizacéo
sao ideais para serem implementadas em cidades brasileiras de pequeno e médio
porte.

Por outro lado, uma das desvantagens desse tipo de tratamento de esgoto € a
alta concentracdo de solidos suspensos no efluente final das lagoas, ocasionado
principalmente pela presenca de biomassa de algas formada naturalmente. Tal
biomassa pode conter géneros de cianobactérias potencialmente produtoras de
toxinas, que podem gerar varios danos ao meio ambiente ao serem lancadas em
corpos receptores (ARAUJO et al.,2016).

Todavia, essa biomassa algal pode ser removida e utilizada na agricultura,
piscicultura, producéo de biocombustiveis (biodiesel, bioetanol e biogas), no processo
de fixacdo do COz, nas industrias e em outros fins (AHMAD et al., 2011; LEE et al.,
2010). Dentre esses, destaca-se a utilizacado da biomassa de microalgas como fonte
de energia renovavel, por razao delas terem uma elevada capacidade de reproducéo
por unidade de area e tempo. Além disso, algumas espécies armazenam elevado teor
de lipidios ou amido, que pode ser utilizado para a producgéo de biodiesel ou bioetanol
respectivamente (TABATABAEI et al., 2011).

As microalgas apresentam rendimentos em termos de biomassa e de produgao
de 6leo, muito superiores aos das principais oleaginosas, tradicionalmente utilizadas
na producdo de biocombustiveis. Podem ser cultivadas em agua do mar, agua
salobra, aguas residuais e produzidas sobre terras ndo agricultaveis (HUANG et al.,
2010; XU et al., 2006).

Portanto, a utilizacdo da biomassa algal de lagoas de estabilizagdo como fonte
de energia renovavel tem se mostrado importante, visto ser perceptivel que o mundo
vem se preocupando com a crise energética ocasionada pelo uso desenfreado das
fontes de combustiveis fosseis.

De acordo com os dados do relatério final do balango energético nacional, a

oferta interna de energia no Brasil ainda é liderada por fontes nao renovaveis (58,1%)
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e, destas, 37,3% sé&o derivadas do petréleo (BRASIL, 2016). Tal fato perpetua o
aumento descontrolado dos gases do efeito estufa na atmosfera, provocando o
aguecimento global (AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011) e, consequentemente,
esse aumento de temperatura sem controle tem ocasionado mudancas climaticas
regionais e varios efeitos prejudiciais ao meio ambiente e ao ser humano (MORENGO,
2006). Diante disso, a comunidade cientifica tem pesquisado e desenvolvido fontes
alternativas de energia menos poluentes, que reduzam os impactos ambientais e
sejam economicamente viaveis para serem implantadas em larga escala.

O presente estudo resultou em um artigo cientifico submetido para publicacao
na Revista Gestdo & Sustentabilidade Ambiental ISSN 2238-8753, verséo on-line
(ANEXO A), classificada como B2 na area de Ciéncias Ambientais e disponivel no site

http:// http://www.portaldeperiodicos.unisul.br/index.php/gestao_ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil dos constituintes metabdlicos das biomassas provenientes de

lagoas de estabilizacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar por meio de analise microscopia a caracterizacdo taxonémica
gualitativa e quantitativa de grupos e espécies de microalgas coletadas na
lagoa de estabilizagéao;

e Realizar a extracdo do 6leo microalgal utilizando método misto (solvente n-
hexano /agitacdo mecanico e banho ultrassoénico);

e Verificar por meio da técnica de absorcdo atdbmica a presenca de ferro e
aluminio totais na biomassa antes e ap0s a extracdo do 6leo;

e Caracterizar por termogravimetria (TGA) a biomassa e o material lipidico, com
o intuito de confirmar a presenca de carboidrato e proteina, assim como,
ratificar a extracao de triacilglicerideos;

e Verificar por meio da cromatografia em camada delgado os principais
constituintes do 6leo extraido da biomassa;

e Analisa por espectrometria na regido do infravermelho com transformada de
Fourier a presenca dos principais grupos funcionais presente no 6leo extraido

da biomassa.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 LAGOAS DE ESTABILIZACAO

Lagoas de estabilizacdo sao biorreatores com profundidade rasa destinados a
reter o efluente doméstico e industrial por um periodo longo o suficiente para que 0s
processos biolégicos atuem na estabilizacdo da matéria orgéanica, gerando um
efluente com qualidade adequada para retornar ao meio ambiente.

De acordo com Mara (2003), lagoas de estabilizacdo sdo normalmente
classificadas de acordo com a atividade metabdlica predominante na degradacéo da
matéria organica em anaerobia, facultativa e de maturacdo. Segundo Von Sperling
(2013), existe outras variantes desses processos, com diferentes niveis de
simplicidade, que podem combinar entre si ou com outros tipos de tratamento de
esgoto, para formar sistemas em série ou paralelo e aumentar a eficiéncia do
tratamento.

Lagoas anaerdbias sao responsaveis pelo tratamento primario e caracterizam-
se por receber altas cargas organicas. O processo de estabilizacdo anaerdbia é lento
e ocorre em guatro etapas. Na primeira, a matéria organica complexa é transformada
em compostos mais simples, como acidos graxos, aminoacidos e acucares, pela acédo
dos microrganismos hidroliticos. Na segunda, as bactérias acidogénicas transformam
0s &cidos e acucares em compostos mais simples, como acidos graxos de cadeia
curta, acido acético, H2 e CO2. Na terceira, esses produtos sdo transformados
principalmente em &cido aceético, Hz e COz, pela acéo das bactérias acetogénicas. Por
fim, na quarta etapa, os microrganismos metanogénicos transformam esses
substratos em CHs4 e CO2 (VEEKEN et al., 2000).

Esse tipo de tratamento pode trazer algumas vantagens na hora de sua
implantacéo, dentre elas, a possibilidade de alteracdo da profundidade da lagoa, ja
que ndo depende da penetracdo da luz solar na sua massa liquida, trazendo economia
de espaco, baixo tempo de detencéo e reducéo consideravel da carga organica. Por
outro lado, em relacdo as desvantagens, podemos destacar a necessidade de
tratamento complementar do efluente, desprendimento de gases causadores de maus
odores e problemas estéticos. Contudo, para amenizar a questao do mau odor nesse
tipo de tratamento, o ideal é controlar o pH mantendo uma boa harmonia entre as

fases acida e alcalina da digestdo anaerébia. Para que esse controle seja satisfatorio,
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€ necessario que a lagoa seja bem projetada e a concentragdo de sulfatos ndo seja
elevada (MENDONCA,1990; ANDRADE NETO,1997; NUVOLARI, 2011).

Lagoas facultativas sdo destinadas ao tratamento secundario do esgoto,
através de mecanismos que ocorrem naturalmente em trés zonas do reator:
anaerodbia, aerdbia e facultativa (VON SPERLING, 2013).

A zona anaerobia localiza-se no fundo da lagoa, onde os soélidos sedimentaveis
sao depositados e formam uma camada de lodo que sofre lenta decomposi¢céo da sua
fracdo organica (NUVOLARI, 2011). A zona aerbbia encontra-se nas camadas
superficiais do liquido e a facultativa fica em uma zona intermediéria, ou seja, pode
ocorrer processo aerébio ou anaerdbio. A predominéncia do tipo de processo na zona
intermediéaria vai depender do tipo de esgoto destinado ao tratamento, da operacao
da lagoa, do horéario e do comportamento climéatico (KELLNER; PIRES, 1998).

De acordo com Andrade Neto (1997), as rela¢cdes mutualisticas entre algas e
bactérias nas lagoas facultativas sédo importantes para o tratamento do esgoto, visto
gue as bactérias, ao realizarem o processo de oxidac¢ao, liberam nutrientes (amonia e
fésforo) fundamentais para o desenvolvimento das algas. O oxigénio requerido pelas
bactérias para realizar o processo oxidativo aerébico do material organico é fornecido
pelas algas, através da fotossintese. As bactérias predominantes que fazem o
processo de oxidacéo sdo: Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. e Alcaligenes sp.

De acordo com Von Sperling (2013), lagoas de maturacdo sdo também
conhecidas como lagoas de polimento, pois sdo responsaveis pela remocdo de
microorganismos patogénicos (bactérias, cistos protozodrios, virus e ovos de
helminto). Esse tipo de lagoa é projetada para receber efluentes advindos de lagoas
facultativas ou de outros processos de tratamento. A eficiéncia desse tipo de
tratamento deve-se ao fato dessas lagoas serem rasas e receberem uma carga
organica baixa, pois o efluente jA vem em condicao pré-tratada e, com isso, facilita a
penetracdo da luz solar nas camadas mais profundas da lagoa, assegurando, o

predominio das condi¢Bes aerdbicas.

3.2 MICROALGAS EM LAGOA DE ESTABILIZACAO

As microalgas s&o microrganismos classificados como eucariéticos ou
procarioticos fotossintetizantes que podem ser encontrados em ambientes marinhos,

de agua doce e terrestre (DERNER et al., 2006). Esses microrganismos podem ser
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também autotroficos, ou seja, a fonte de carbono para que ocorra a fotossintese € o
COs2. Ja nas espécies que se reproduzem heterotroficamente, as fontes de carbono e
nutrientes devem ser introduzidas ao meio de cultura (MUTANDA et al., 2011).

Segundo Mendonca (1990), para que seja feito um estudo comparativo desses
géneros nas lagoas de estabilizacdo, € fundamental considerar na hora da coleta as
caracteristicas do esgoto, mudanca da intensidade luminosa e temperatura. De
acordo com Palmer (1969), a especificacdo da flora em lagoa de estabilizacdo é mais
influenciada pela matéria organica presente do que certas caracteristicas do corpo
aquatico (pH e oxigénio dissolvido) e também da intensidade luminosa, temperatura,
vazéo e tamanho da lagoa.

Os grupos de algas predominantes encontrados em lagoas de estabilizacao
sdo cianobactérias (algas verde—azuladas), algas verdes, flagelados pigmentados e
diatomaceas (MENDONCA, 1990; JORDAO; PESSOA, 2011). Entretanto,
dependendo do local e da posicdo na série de lagoas (facultativas e de maturagéo)
podem ser encontrados outros tipos de algas dos filos euglenophyta, bacyllariophyta
e chrysophyta (MARA et al., 1992).

Aquino, Larceda e Freitas (2010), identificaram em lagoas de estabilizacdo em
série (duas facultativas e uma de maturacao), localizadas em Juazeiro do Norte, no
Ceara, 23 taxons, distribuidos nas divisbes Cyanobacteria, Euglenophyta,
Bacillariophyta e Chlorophyta, sendo a cianobactéria P. isothrix a espécie de maior
frequéncia nos trés pontos de coleta analisados, tanto no periodo seco quanto nos
meses correspondentes ao periodo chuvoso. Vale ressaltar que a pesquisa também
identificou outros grupos, como por exemplo: cloroficeas Chlorella vulgaris Beijerinck
e Pandorina morum Playfair, euglenoficeas Euglena acus Ehrenberg, Lepocinclis sp.,
Trachelomonas sp. e diatomaceas Pennales.

A quantificacdo da biomassa presente em lagoas de estabilizacdo pode ser
realizada por métodos diretos, que incluem a massa Umida e seca dos
microrganismos presentes em um certo volume de amostra, ou por método indiretos,
como a contagem e o volume das células de algas e clorofila a. Os métodos mais
usados sao os da contagem direta de microrganismos e o da extracdo de clorofila a,
sendo este ultimo 0 mais comum para quantificar a biomassa de algas em lagoas de
estabilizacdo (MENDONCA, 1990).



19

3.3 APROVEITAMENTO DA BIOMASSA ALGAL DE LAGOAS DE ESTABILIZACAO
COMO POTENCIAL FONTE DE BIODIESEL

O aproveitamento da biomassa algal proveniente de lagoas de estabilizacédo
traz vantagem do ponto de vista ambiental, pois impossibilita que essa biomassa seja
lancada da nos corpos receptores promovendo danos ambientais. Além de trazer
ganhos econdmicos e social caso seja aplicado para a producdo de biocombustiveis
ou outros subprodutos.

As lagoas de estabilizac&o, por apresentarem na sua biomassa diferentes tipos
de espécies de microalgas, podem proporcionar quantidades significativas de lipideos
gue sao essenciais como matéria prima para a producdo de biodiesel. Mas, vale
ressaltar que, a quantidade e a composicdo dos lipideos de microalgas pode ser
influenciada por alguns fatores. Dentre esses: o tipo de espécie, o nivel de nutrientes,
0 meio de cultivo utilizado na producdo da biomassa e as condigbes experimentais
nas quais foram avaliadas (CARDOZO; VIEIRA; MARQUES, 2011).

De acordo Huang et al. (2010), O teor médio de lipideos encontrados nas
microalgas pode variar entre 1 e 70%, mas, sob certas condi¢des, algumas espécies
podem atingir 90% do peso seco. (CHISTI, 2007; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010;
HUANG et al.,, 2010). A Tabela 1 mostra também que o teor lipidico de algumas

espécies de microalgas podem variar de 20 a 50%.

Tabela 1 — Teor lipidico de algumas espécies de microalgas

Microalga Teor de lipideos%(m/m)
Botryococcus braunii 25-75
Chlamydomonas sp. 29-72

Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina 20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: CHISTI (adaptado), 2007
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Os lipideos das microalgas sao constituidos por diferentes grupos de
hidrocarbonetos de cadeia longa denominadas de acidos graxos que podem ser
gorduras saturadas, insaturadas e poliinsaturadas. Os acidos graxos mais sintetizados
pelas microalgas geralmente tém comprimentos de cadeia entre C12 a C22 atomos
de carbonos. Alguns deles podem pertencer a familia w3 ou w6 (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). A Tabela 2 é apresentada a composi¢ao quimica do perfil de &cidos

graxos presentes na biomassa de algumas espécies de microalgas.

Tabela2-Composicao quimica (%) dos principais acidos graxos presentes
em extratos de lipideos de Spirulina maxima, chlirelle vulgaris,
Scenedesmus obliquus, Nannochloropsis sp. e Neochloris oleoabundans.

Acidos graxos | S.maxima G.vulgaris S.obliguus N.oleoabundans
(% w w?) (% w w?) (% w w?) (% w w?)

C14:0 0,34 3,07 1,48 0,43
C16:0 40,16 25,07 21,78 19,35
Cil6:1 9,19 5,25 5,95 1,85
C16:2 n.d n.d 3,96 1,74
C16:3 0,42 1,27 0,68 0,96
Cl6:4 0,16 4,06 0,43 7,24
C18:0 1,18 0,63 0,45 0,98
Ci18:1 5,43 12,64 17,93 20,29
C18:2 17,89 7,19 21,74 12,99
C18:3 18,32 19,05 3,76 17,43
C18:4 0,08 n.d 0,21 2,10
C20:0 0,06 0,09 n.d n.d
C20:1 n.d 0,93 n.d n.d
C20:2 0,48 n.d n.d n.d
C20:3 n.d 0,83 n.d n.d
C20:4 n.d 0,23 n.d n.d
C20:5 n.d 0,46 n.d n.d

Saturada (%) 41,74 28,56 23,71 20,76

Insaturada (%) 51,97 51,91 54,66 64,60

Fonte: GOVEIA; OLIVEIRA (adaptado), 2009

Thomas, Tornabene e Weissman (1984), analisando a composicéo de acidos
graxos em sete espécies de microalgas retiradas da agua doce, mostraram que as
microalgas analisadas sintetizaram acidos graxos do tipo C14:0, C16:0, C18:1, C18:2
e C18:3. Entretanto, o tipo da espécie microalgal é que determina qual acido graxo
sera formado. Como exemplos, temos o C16:4 e C18:4 produzido pela
Ankistrodesmus sp., 0 C18:4 e C22:6 pela Isochrysis sp., C16:2, C16:3 e C20:5 em
Nannochloris sp., C16:2, C16:3 e C20:5 em Nitzschia sp.
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Segundo Hu et al.(2008), as microalgas que apresentam em sua COmpoSi¢ao
acidos graxos saturados produzem um biodiesel de melhor estabilidade a auto-
oxidacdo e alto numero de cetano (indicador primario da qualidade do combustivel e
esta relacionado com o tempo de atraso da ignicdo). No entanto, pode ocorrer o
sugimento de substéncias indesejaveis a baixas temperaturas, pois Sao mais
suscepitiveis ao estado solido, e por isso torna o biodiesel improprio nessas
condicbes. JA os acidos graxos insaturados e poli-insaturados possuem boas
propriedades a baixa temperatura, mesmo esses acidos graxos sendo mais
vuneraveis a oxidacdo. Logo, possuem problemas de instabilidade quando
armazenados por muito tempo.

O biodiesel é o nome dado a compostos monoalquilésteres de acidos graxos.
A sintese para obtencdo do biosesel pode ser obtida por meio das reacdes de
transesterificacdo, esterificacao e hidroesterificacdo, porém o mais usado em escala
industrial € a transesterificagdo ou alcodlise (Figura 1), que consiste na reacdo do
triacilglicerideos para um alcool de baixo peso molecular (metanol ou etanol), cuja
obtencdo é um produto reacional nonoacilglicerideo (biodiesel) e o glicerol (CHISTI,
2007)

Figura 1 — Reacao de transesterificacao

CHz — OCR CHz — OH R — COOCHs

CH — OCR' +3HOCH: +——" CH —OH + R' — COOCH3

CHz — OCR’ CHz — QH ) R" — COQCHs3
Tnglicerideos Metanol Glicerol Esteres de acidos graxos

Fonte: Autoria propria (2017).

Para que essa reacdo reversivel se complete de forma estequiométrica, é
fundamental que a proporgédo seja 3:1 de alcool por triacilglicerideo, para que o
excesso de alcool possa deslocar o equilibrio da reacdo para a formacao de
nonoacilglicerideo. Para obter o aumento da velocidade dessa reagéo séo utilizados
catalisadores acidos (HCL, H2SO4 e HSO3-R), basicos (NaOH, KOH, carbonatos ou
alcoxidos) ou enzimas (lipases). Os catalisadores &cidos possuem rendimentos mais
elevados de alquiléster, mas as reagfes sao lentas e, portanto, precisam de
temperaturas altas. Os catalisadores alcalinos, por sua vez, sdo 4000 vezes mais

rapidos e apresentam maior rendimento, seletividade e menores problemas
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relacionados a corrosao dos equipamentos. J& as lipases sdo muito utilizadas para
conversfes em ésteres, mas tém um alto custo de investimento (FUKUDA; KONDO;
NODA, 2001;CHISTI, 2007).

3.4 MICROALGAS PROVENIENTES DE EFLUENTES DOMESTICOS EM
MANANCIAIS

As lagoas de estabilizagao apresentam alta concentragao de solidos suspensos
no efluente final das lagoas, ocasionado principalmente pela presenga de biomassa
de algas formada naturalmente. Tal biomassa ndo sendo removida do efluente pode
provocar o fenébmeno de eutrofizagcdo caso seja langado nos corpos receptores.

A eutrofizagao é provocada em decorréncia do excesso de nutrientes (fosforo
e nitrogénio) nos mananciais provocando o aumento da atividade fotossintética e
consequentemente a proliferacdo da comunidade fitoplancton. Essa crescimento
excessivo pode ser visto a olho nu, na maioria das vezes pela coloragao esverdeada
da agua (Figura 2), embora acha excegbes que variam da coloragdao amarela ao
marrom ou pela formacdo de um a camada neustdnica semelhante a um derrame de
tinta acumulado na superficie (HELLER; PADUA, 2010).

Figura 2 — Eutrofizacdo na lagoa da Boa Vista (Seta Lagoa, MG)

[

Fonte: Lamar, (2012)

O processo eutrofico pode ocorrer em lagos e represas, como também, em rios,
embora seja menos frequente, devido as condicdes ambientais serem mais
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desfavoraveis para o crescimento de algas e outras plantas, como turbidez e
velocidades elevadas (VON SPERLING, 2005). As algas poderdao atingir
superpopulagdes, constituindo uma camada superficial impedindo a penetracdo da
energia luminosa nas camadas inferiores do corpo d’agua, causando danos ao
ecossistema aquatico. Segundo Smith e Schindler (2009), os principais danos
causados sdo: alteracdo no sabor, no odor, na turbidez e na cor da 4gua, e a reducéo
do oxigénio dissolvido provocando a mortandade de peixes e outras espécies
aguaticas, como também, do comprometimento na diminuicdo do uso da agua para
recreacgao e balneabilidade.

Além dos danos citados anteriormente, a biomassa pode conter também grupo
de cianobactérias, popularmente conhecidas por algas azuis, e algumas espécies
podem produzir linhagens téxicas. A presenca dessas espécies podem liberar toxinas
nos corpos hidricos podendo causar riscos significativos a salude humana,
principalmente, grupos de pacientes renais cronicos (HELLER; PADUA; 2010). As
toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo chamadas cianotoxinas. Segundo
Hitzfeld, Hoger e Dietrich (2000), as cianotoxinas, dependendo da sua estrutura
quimica, podem ser divididas em trés grupos: peptideos ciclicos (as hepatotoxinas,
microcistinas e nodularina), alcaloides (neurotoxinas anatoxinas e saxitoxinas),e
lipopolissacarideos (LPS). As espécies mais frequentemente envolvidas com
toxicidade s&o Microcystis aeruginosa, Planktothrix rubescens, Aphanizomenon flos-
aquae, Anabaena flosaquae, Planktothrix agardhii e Lyngbia spp.

Entretanto, de acordo com Heller e Padua (2010), é importante destacar que a
toxicidade das cianobactérias pode variar ao longo do tempo, ou seja, uma afloracédo
toxica pode deixar de sé-la e uma floracédo nédo toxica passar a sé-la. Assim, € correto
referir-se as espécies de cianobactérias, ja relacionadas a eventos tdxicos, como
potencialmente toxicas ou produtoras de cepas toxicas.

Diante desse contexto, varias literaturas vem reportando a importancia de
pesquisas mais aprofundadas em sistemas de tratamento por meio de lagoas de
estabilizacdo para detectar de forma precoce a presenga de cianobactérias e suas
toxinas nesses ambientes, pois estudos ja demostram a presenca de cianotoxinas em
lagoas de estabilizacao facultativas e de maturacao (FURTADO et al.,2009; PASTICH
et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hitzfeld%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10698727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hitzfeld%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10698727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%26%23x000f6%3Bger%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10698727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dietrich%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10698727
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3.5 METODOS DE REMOCAO DE MICROALGAS

O processo de recuperacdo da biomassa de microalgas em lagoas de
estabilizacdo ainda se apresenta problemético e desafiador, visto que as microalgas
contidas no efluente final apresentam tamanho, forma diversificada e baixa gravidade
especifica das células dificultando, com isso, a separacdo do meio de cultivo
(MONTEGGIA; TESSELE, 2001).

Os métodos mais empregados para a recuperagcdo de microalgas sao:
peneiramento, filtracdo, coagulacao/floculacdo, centrifugacdo, sedimentacdo por
gravidade e flotacdo por ar dissolvido (BRENNAN; OWENDE, 2010; MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010; GRIMA et al., 2003) ou ainda, por meio da combinacgao
entre estes (PONIS; ROBERT; PARISI, 2003). Todavia, para a escolha de uma
dessas técnicas, € importante levar em consideracdo as caracteristicas das
microalgas, o tipo de cultivo, aplicabilidade da biomassa e o custo, as quais podem
afetar diretamente a quantidade de biomassa final e o custo total de producdo
(FRANCO et al., 2013).

Nessa sec¢do sera apresentado as técnicas de remocédo de biomassa utilizadas

nesse trabalho.

3.5.1 Centrifugacéo

A centrifugacdo € um processo usado para separar ou concentrar materiais
suspensos utilizando o efeito da gravidade sobre as particulas (incluindo
macromoléculas) em suspensdo. Esse método vem sendo utilizado com grande
sucesso na recuperacao da biomassa de microalgas por operar, de forma rapida e
continua, em grandes ou pequenos volumes de biomassa sem utilizar produtos
guimicos. Além disso, esse dispositivo pode ser facilmente limpo ou esterilizado para
evitar a contaminacgéo bacteriana ou incrustacéo no produto bruto (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). Porém, a eficiéncia depende das caracteristicas das células das
microalgas, do tempo de aplicacdo da forca e da profundidade do tubo da centrifuga.

De acordo com Grima et al. (2003), testes de centrifugagdo submetidos em
laboratério utilizando efluentes de lagoas utilizando amostras variando de 500 — 1000g
mostraram que cerca de 80-90% de microalgas foram recuperadas dentro de 2 a 5

min. Apesar da centrifugacdo ser um método eficaz na recuperacdo da biomassa
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algal, suas principais desvantagens séo o elevado custo de energia e manutencao,
devido & presenca de pecas movimentando-se livremente. Segundo Knuckey et al.
(2006), a exposicdo de células de microalgas as elevadas forcas gravitacionais e de
cisalhamento pode danificar a estrutura celular. Aléem também, de levar longos

periodos de tempo para processar grandes volumes de biomassa.

3.5.2 Coagulacéo / Floculacéo

As microalgas, por apresentarem cargas negativas em suas superficies e
diametros (inferiores a 10 um), dificultam a sua agregacao natural em suspensao e a
sua remocao de lagoas de estabilizacdo (BRENNAN; OWENDE, 2010). A coagulacéo
e a floculacéo sdo dois processos que vém sendo pesquisados e aprimorados para
remocado de microalgas em diferentes tipos de lagoas de estabilizacdo. Esses
processos tem a vantagem de permitem uma rapida remocédo de grandes quantidades
de biomassa microalgal de diferentes meios de cultivo.

A coagulacao é definida como a agregacéao de células como resultado do ajuste
do pH ou eletrélitos e consiste em um processo de desestabilizacdo quimica das
particulas coloidais ou em suspenséo pela adicdo de coagulantes que neutralizam as
forcas elétricas superficiais e anulam as forcas repulsivas (PIMENTEL, 2007). Dentre
0s coagulantes mais utilizados estao polimeros organicos naturais e sintéticos, sais
de metais, como alumen ou cloreto férrico, sais de metal pré hidrolisados como
policloreto de aluminio, cloreto de poliferro e cloreto de polidialildimetilaménea. No
entanto, a incorporacdo de uma grande quantidade de sais de metais na biomassa
pode limitar a utilizacdo ou reutilizacdo dessa e criar problemas de descarte do
efluente. Mas, de acordo com Brentner, Eckelman e Zimmerman (2011), outros
coagulantes sdo promissores para serem utilizados, como a quitosana, que é
produzida a partir de residuos da pesca de crustaceos, sendo considerada um
coagulante renovavel.

A floculagdo € um processo que promove um aumento das dimensfes das
particulas pelo resultado das colisdes entre elas, com a finalidade de formar particulas
agregadas de maior tamanho (flocos), para serem removidos por meio de
procedimentos baratos de remocdo de particula como sedimentacao, filtragdo ou
flotagcdo (METCALF; EDDY, 2002). O processo de floculagéo utiliza uma variedade

de produtos quimicos e vem sendo muito utilizado na remocao de algas das lagoas
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de tratamento de Aguas residuais ou industrial e no tratamento de agua (LIBANIO,
2010). Como também, tem aplicacdo em cultivos de microalgas. Portanto, uma grande
variedade de produtos quimicos tem sido estudada como agentes floculantes.

De acordo com Grima, Acién e Meldina (2007), a eficiéncia da
floculacdo/coagulacdo pode ser influenciado por diversos fatores. Dentre eles
incluiem:

(1) A massa molar do floculante/coagulante: Quanto maior a massa molar maior o
efeito de ponte induzido pelo floculante;

(2) A densidade de carga do floculante: Quanto maior a densidade de carga mais a
conformacdo molecular, efeito de ponte e reducgdo/neutralizagdo das cargas
superficiais da células podem ser otimizadas;

(3) Dose do floculante: Quanto maior a dose maior € a estabilizacdo das particulas da
biomassa;

(4) Concentragdo da biomassa: Quanto maior a concentragdo da biomassa maior é a
frequéncia de coliséo e, por conseguinte, maior a taxa de floculagéo;

(5) hidrodindmica, a presenca de um sistema de mistura aumenta a eficiéncia da
floculacéo;

(6) Meio de cultura: O pH e as forcas ibnicas afetam a conformacao das particulas
floculantes e, portanto, o processo de floculacdo é afetado.

Lira (2011) realizou ensaios de floculagdo para remover a biomassa de
Chlorella sp. em suspenséo no meio de cultura contendo baixo teor de nitrogénio. Para
a floculagéo, foram adicionados coagulantes sintéticos sulfatos de aluminio e férrico,
em aparelho de jar-test, adotando 10 segundos como tempo de mistura rapida, 5
minutos como tempo de mistura lenta e variando o tempo de sedimentacao em 15, 30
e 60 minutos. Para ambos os coagulantes, a uma concentracédo de 0,50 g.Lt, foram
obtidas eficiéncias de remocdo de microalgas em termos de unidade celular

superiores a 75% para todos os tempos de sedimentacdo analisados.

3.5.3 Flotagéo

A flotacdo é uma técnica de separacao de misturas que consiste na introducao
de bolhas de ar a uma suspensdo de particulas. Com isso, verifica-se que as
particulas aderem as bolhas, formando uma espuma que pode ser removida da

solucéo e separando seus componentes de maneira efetiva (MASSI et al.,2008).
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Vale salientar que, dependendo do tamanho das bolhas geradas no processo
de flotacdo, a metodologia pode ser dividida em trés técnicas: flotacdo por ar
dissolvido (FAD), flotacdo por ar disperso e flotacdo eletrolitica.

Dentre as mais utilizadas em lagoas de estabilizac&do, destaca-se o sistema de
flotacao por ar dissolvido (FAD), que consiste em separar as particulas ou agregados
por meio da adesao de microbolhas de ar de 10 a 100 um de diametro na superficie
das particulas ou agregados (EI-KAYAR et al.,1993). Essas bolhas sdo geradas a
partir da saturacao do efluente com o ar em tanques ou camaras sob pressao de varias
atmosferas, seguido por subita descompressao para a pressao atmosférica, apds ser
liberado por um dispositivo de constricdo de fluxo ou valvulas, favorecendo a adeséo
das microbolhas as particulas e fazendo com que haja remog¢do por movimento
ascendente (NUNES; FRANCA; COUTO, 2007).

O estudo realizado por Oliveira (2013) utilizando flotagao por ar dissolvido para
avaliar a remocdao algal em um sistema de lagoas de estabilizac&o (lagoas facultativas
e de maturacdo), situado na cidade de Aquiraz em Fortaleza, constatou uma boa
eficiéncia do sistema, pois conseguiu remover 98% dos organismos fitoplancténicos
utilizando policloreto de aluminio (100 ppm e 120 ppm) e polimero catiénico (1ppm)

como coagulantes.

3.6 METODOS DE SECAGEM DA BIOMASSA ALGAL

A remocao de umidade da biomassa algal € uma das etapas indispensaveis,
pois tém como finalidades auxiliar na ruptura celular das microalgas para a liberagéao
dos metabdlicos de interesse e conservar a biomassa. Estudos demonstram que a
extragdo com solventes utilizando a biomassa seca tem demostrado uma maior
recuperacdo de material lipidico do que a biomassa umida (BRENNAN; OWENDE,
2010).

Os processos de secagem e/ou desidratagdo mais utilizados como pre-
tratamento para a extracdo de lipideos séo: pulverizacéo (spray-drying), tambor de
secagem (drum drying), secagem ao sol, liofilizagéo e estufa de secagem (BRENNAN;
OWENDE, 2010; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; GRIMA et al., 2003).

O método de mais baixo custo é a secagem ao sol, aonde a biomassa fica
expostas em grandes areas abertas, contudo apresenta desvantagens como:

limitacdo do teor de umidade da biomassa, necessidade de area de superficies
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elevada e longos periodos de secagem, o que pode provocar a fermentagcdo da
biomassa, e consequentemente, a perda do material (BRENNAN; OWENDE, 2010).
Ja as estufas elétricas tem a vantagem de secar a biomassa de modo relativamente
mais rapido do que a secagem ao sol. Dessa maneira, diminuindo a probabilidade de
eventuais riscos com contaminacéo e degradacgéo da biomassa. Entretanto, as estufas
elétricas sdo mais onerosas e com isso aumentando o custo-beneficio final de
producdo (GULDHE et al.,2014).

A liofilizacdo consiste no congelamento da biomassa algal e remocao da sua
umidade por sublimagdo. Esse processo de secagem permite que a biomassa nao
seja exposta a altas temperaturas, e consequentemente ndo degrade 0s seus
principais constituintes metabdlicos intracelulares (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010). Portanto, a liofilizacdo € um dos métodos mais eficientes na secagem da
biomassa algal, no entanto, tem a desvantagem de ser um processo inviavel em
escala comercial devido ao seu custo elevado.

Ja o spray dryinger consiste na pulverizacdo da amostra em uma camara
submetida a uma corrente de ar quente. Essa tipo de procedimento vem sendo muito
utilizado para secagem de algas para ser comercializado como alimento humano.
Entretanto as suas desvantagens sao a possibilidade de romper células intactas das
algas em seu processo de atomizacéo a alta pressao e o alto custo de investimento.
Enquanto que o método de tambor de secagem (transferéncia de calor para a amostra
das paredes internas do cilindro do tambor) exige menos energia e menor

investimento em comparacao ao spray dryinger (SHOW; LEE; CHANG, 2013).

3.7 METODOS DE EXTRACAO DE MATERIAL LIPIDICO DE MICROALGAS

Varios meéetodos de extracdo de o6leo microalgal vém sendo estudas e
desenvolvidas a fim de aperfeicoar a melhor metodologia a ser utilizada para romper
a parede celular das algas e liberar os metabdlitos de interesse. Para isso, faz-se
necessario avaliar alguns critérios na hora da escolha da técnica, tais como: eficiéncia,
precisdo, custo-beneficio, facilidade de operar, capacidade de producéo,
reprodutibilidade e o tipo de espécie.

Os métodos de rompimento celular sdo divididos em mecéanicos que incluem o
emprego de ultrassom, micro-ondas, autoclave, homogeneizadores, soxhlet e

prensagem mecanica e 0s nao mecanicos que englobam o uso de solventes
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organicos, choque osmotico e enzimaticos (CHISTI, 2007; LOPES et al.,, 2014,
GREENWELL et al., 2010). O método utilizando solventes organicos € o mais utilizado
para a extracdo de material lipidico, pois apresenta o0 menor custo, maior
penetrabilidade na parede celular e maior poder de carreamento da fase lipidica. Para
tanto, € necessério avaliar os seguintes parametros: polaridade do solvente,
temperatura e pressdao (MERCER; ARMENTA, 2011).

De acordo com Marcer e Armenta (2011), um solvente adequado para extracao
de Oleo de microalgas deve ser insolivel em agua, ter o potencial de solubilizar,
preferencialmente os compostos de interesse, apresentar um baixo ponto de ebulicdo
para facilitar sua remocéo apos a extracdo e ter uma densidade consideravelmente
diferente da agua. Além disso, para o0 processo custo-eficacia, deve ser facilmente
obtido, bem como barato e reutilizavel. Devido a estas qualidades, o hexano é
tipicamente o solvente de escolha para extracbes em grande escala.

Os principais mecanismos encontrados na remoc¢do do material lipidico de
algas por solventes organicos esta esquematizado na Figura 1 e esta dividida em 5
fases. Quando a célula da microalga € exposta a um solvente organico apolar, como
hexano ou cloroférmio, o solvente penetra pela membrana até o citoplasma (fase 1) e
interage com os lipidios neutros por forcas de van der Waals (fase 2) para formar um
complexo organico solvente-lipidio (fase 3). Este complexo, dirigido por um gradiente
de concentracdo, difunde-se através da membrana celular (fase 4) e o filme de
solvente organico que circunda a célula (fase 5) para o volume de solvente
recuperado. Como resultado, os lipidios neutros sé@o extraidos a partir das células e
ficam dissolvidos no solvente organico apolar. Uma estética pelicula de solvente
organico é formada devido & interagdo entre o solvente organico e a parede celular.
Esta pelicula circunda a célula algal e permanece inalterada por qualquer fluxo de
solvente ou agitacdo (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Entretanto, alguns lipidios neutros sdo encontrados no citoplasma
complexados com lipidios polares e ligados as proteinas da membrana celular por
ligacBes de hidrogénio e, dessa forma, as fracas interagbes de van der Waals nao
conseguem romper essas ligacdes. De outra forma, os solventes organicos polares,
como o metanol e o isopropanol, sdo capazes de romper as associacdes entre lipidios
e proteinas ao formarem ligacdes de hidrogénio com os lipidios polares no complexo.
Este mecanismo também se encontra elucidado na parte inferior da Figura 3 é dividido

em 5 fases. Os solventes orgéanicos (polares e apolares) penetram pela membrana
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até o citoplasma (fase 1) e interagem com o complexo lipidico (fase 2). Durante esta
interacao, o solvente apolar circunda o complexo lipidico e faz associa¢des de van der
Waals com os lipidios neutros, enquanto os solventes polares formam ligacdes de
hidrogénio com os lipidios polares. As ligacdes de hidrogénio séo fortes o suficiente
para deslocar as associacfes entre lipidios e proteinas que ocorrem entre o complexo
e a membrana celular, formando-se entdo um complexo solvente-lipidios (fase 3) que
atravessa a membrana e sai da célula (fase 4). Uma pelicula estatica de solvente
organico é formada devido a interacdo entre o solvente organico e a parede celular.
Esta pelicula circunda a célula algal e permanece inalterada por qualquer fluxo de
solvente ou agitacédo (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012). Portanto, a mistura de um
solvente organico polar com um solvente organico apolar melhora a extracao do lipidio
neutro associado a membrana. Contudo, o processo também leva, inevitavelmente, a

co-extracao dos lipidios polares.

Figura 3 — Diagrama esquematico dos mecanismos de extracdo de lipidios por

solventes organicos
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Fonte: HALIM; DANQUAH; WEBLEY (adaptado), 2012

Nota: Na parte superior da célula: mecanismo dos solventes organicos apolares. Na parte
inferior da célula: mecanismo da mistura de solventes organicos polares e apolares. Lipidio, solvente
organicoo apolar O, solvente orgéanico polar(. Ambos os mecanismos sao descritos em 5 fases: fase 1.:
penetracdo do solvente através da membrana celular, fase 2: interacdo do solvente organico com o
lipidio, fase 3: formacdo do complexo solvente-lipidio, fase 4: difusdo do complexo solvente lipidio
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através da membrana celular, fase 5: difusdo do complexo solvente lipidio através do filme de solvente
organico para o processo de recuperacao do solvente e liberacéo do lipidio.

Outro metodologia muito utilizado também € a Folch, pois utiliza uma mistura
de cloroférmio e metanol (2:1 v/v), seguida pela adicdo de solucdo salina de KCI,
visando uma melhor separacao das fases lipidica e aquosa. Entretanto em 1959, este
meétodo foi modificado por Bligh e Dyer, tornando-se mais rapido tanto para extracao
guanto para a purificacdo dos lipidios totais, no qual foi utilizado cloroférmio, metanol
e agua na proporc¢ao de 2:1:0,8 v/v. (FOLCH; LEES; STANLEY,1957; BLIGH; DYER,
1959).

Vieira et al. (2011), ao pesquisar sobre a extracao e a caracterizacao do 6leo
de microalgas utilizando o método Folch com adaptacdes, em lagoas de estabilizacédo
na ETE Vila Unido, Palmas — TO, conseguiu 16% de teor de material lipidico
recuperado a partir das microalgas da lagoa facultativa.

Vale ressaltar, que de acordo com Gomes et al. (2015), a associagdo de
métodos mecéanicos e ndo mecanicos (banho ultrassénico/agitacdo mecanica/n-
hexano) também proporciona aumentos significantes do teor de material lipidico
extraido da biomassa. De acordo com o préprio autor, isso se deve a tensdo do
cisalhamento gerada pelas laminas do agitador associado a cavitagdo, intensificando

ainda mais a ruptura da parece celular.

3.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A Cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separacdo dos
componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. Esse método apresenta as
seguintes vantagens: facil compreensao e execucao, separacdo em breve espaco de
tempo, versatilidade e baixo custo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

De acordo com Atkins e Jones (2001), o procedimento de analise por CCD
consiste em colocar uma gota de solucéo na parte inferior de um suporte absorvente,
tal como uma tira de papel, que € chamado de fase estacionaria. Um solvente
chamado de fase moével é adicionado debaixo da mancha e o solvente € absorvido no
suporte. A medida em que o solvente comeca a atravessar o suporte, os matérias na

mancha comecam a deslocar para cima, com velocidade que depende de quéao
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fortemente séo adsorvidos pelo suporte (Figura 4). Na adsor¢do, o soluto adere a
superficie. Ou seja, ocorre uma extracdo continua entre o suporte e o solvente, que é
chamado de solvente transportador. Os solutos que sao atraidos mais fortemente pelo
solvente do que o suportes sd0 0s que se movem mais rapidamente. Cada substancia

é identificada por seu fator de retencéo (Ry).

Figura 4 — Representa dois estigios de separagdo de uma mistura de dois
componentes mediante cromatografia em papel. (a) Antes da separacédo. (b)
Depois da separagao.

Fonte: ATKINS; JONES, (2001)
Nota: Os valores relativos as distancias a e b sdo usados para identificar os componentes.

O CCD vem sendo muito utilizado para caracterizar de forma simples a
presenca de lipideos em Oleos extratos de microalgas com o intuito de reutiliza-los

como matéria prima para a producdo de biodiesel (SANTOS, 2013).

3.9 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) é um método que monitora a mudanca de
massa de uma amostra em funcdo do tempo ou temperatura (LUANGKIATTIKHUN;
TANGSATHITKULCHAI; TANGSATHITKULCHAI, 2008). Enquanto que, a
termogravimétrica derivada (DTG) € um arranjo matematico, no qual a derivada da
variacdo de massa em relacdo ao tempo(dm/dt) é registrado em funcdo da
temperatura ou tempo. Em outras palavras, a DTG é a derivada primeira da TGA
(DENARI; CARVALHEIRO, 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852407002155#!
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O equipamento da analise termogravimétrica € composto basicamente por uma
termobalanca que permite a pesagem continua de uma amostra em funcdo da
temperatura, ou seja, a medida que ela é aquecida ou resfriada. Os principais
componentes de uma termobalanca sdo: balanca registradora, forno, suporte de
amostra e sensor de temperatura, programador de temperatura do forno, sistema
registrador e controle da atmosfera do forno. A Figura 5 representa um diagrama de
um equipamento de termogravimetria genérico. (DENARI; CARVALHEIRO, 2012).

Figura 5 - Diagrama de um equipamento para analises termogravimetria
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Fonte: DENARI; CARVALHEIRO, (2012)

Geralmente a razdo de aquecimento pode atingir 1°C mint até 100°C min-
depende do fabricante. A temperatura final vai depender do forno, podendo chegar a,
até, 2000°C. A sensibilidade é da ordem de 0,1ug, geralmente com capacidade de até
1g. (DENARI; CARVALHEIRO, 2012). Os fatores que mais comuns que podem afetar

as medidas de TGA/DTG estao representados na Tabela 3

Tabela -3 Principais fatores que podem afetar as medidas de TGA/DTG

Fatores Instrumentais Fatores da Amostra
Razé&o de aquecimento do forno Quantidade de amostra
Velocidade de registro (papel) Solubilidade dos gases evolvidos
Atmosfera do forno Tamanho das particulas e calor de reacéo
Geometria do suporte de amostras Empacotamento da amostras
Sensibilidade da balanca Natureza da amostra
Composic¢ao do suporte de amostra Condutividade térmica

Fonte: DENARI; CARVALHEIRO, (2012).



34

A TG vem sendo muito utilizada na caracterizacdo de lipideos, proteinas e
carboidratos. Além disso, trazendo informagBes qualitativas relevantes sobre a
composicdo do material lipidio extraidos e a presenca de possiveis presenca de
umidade nas amostras (GOMES et al., 2015).

3.10 ESPECTROMETRIA DO INFRAVERMELHO

A espectroscopia de infravermelho (espectroscopia IV) € um tipo de
espectroscopia de absorcdo que usa a regidao do infravermelho do espectro
eletromagnético. Como as demais técnicas espectroscépicas, ela pode ser utilizada
para identificar e quantificar substancias (SKOOG et al.,2009). A regido do
infravermelho médio compreendida entre 4000 a 400 cm™* é a mais utilizada para
caracterizacdo de compostos organicos. Nessa regiao, ocorrem somente transicoes
de energia vibracional por ser a radiacdo nesta regido insuficientemente energética
para promover transicdes eletronicas. As vibracdes induzidas por radiacao
infravermelho compreende estiramentos e tensionamentos de ligacdes inter-atbmicas
e modificacdes de angulos de ligagdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O instrumento que obtém o espectro de absorcdo no infravermelho de um
composto € denominado de espectrofotdmetro. Os dois tipos de espectrofotdmetros
de infravermelho mais utilizado em laboratério séo: instrumentos dispersivos e de
transformada de Fourier. O segundo espectrofotdmetro foi escolhido nessa pesquisa,
por que produz um espectro muita mais rapido do que os instrumentos dispersos
(PAVIA, 2010).

Nos espectrémetros de transformada de Fourier o tragcado do caminho 6ptico
produz um padrdo chamado de interferograma, que é um sinal complexo, mas seu
padrdao em forma de ondas contém todas as frequéncias que formam o espectro
infravermelho. Um interferograma é essencialmente um gréfico de intensidade versos
tempo. Entretanto, muitos pesquisadores preferem um espectro que seja um gréfico
de intensidade versus frequéncia. Uma operagdo matematica conhecida como
transformada de Fourier pode separa as frequéncias das absor¢cbes individuais
contidas no interferograma, produzindo um espectro virtualmente idéntico as obtido
com um espectrometro disperso. A vantagem de IV-FT é que ele produz um
interferograma em menos de um segundo, sendo, assim, possivel coletar dezenas de

interferogramas da mesma amostra e guarda-las na memoéria de um computador.
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Além disso, quando se realiza uma transformada de Fourier na soma dos
interferogramas quardados, pode-se obter um espectro com uma razdo melhor de
sinal/ruido. Portanto, o IV-FT tem maior velocidade e maior sensibilidade dio que um
instrumento dispersivo (PAVIA, 2010).

3.11 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA MODO CHAMA

O principio fundamental da espectrometria de absorcao atdmica (AAS) envolve
a medicao da absorcao da intensidade da radiacdo eletromagnética, proveniente de
uma fonte de radiacdo primaria, por atomos gasosos no estado fundamental. Essa
técnica tem o objetivo de determinar de forma quantitativa elementos (metais, semi-
metais e alguns ndo metais) em uma ampla variedade de amostras, tais como,
materiais bioldgicos (tecidos e fluidos), ambientais (agua, solo, efluentes, sedimentos
e plantas) alimentos, geoldgicos, tecnolégicos, etc. (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA,
2004). Os componentes basicos de um espectrometro incluem fonte de radiacao,

sistema de atomizacéao, conjunto monocromador, detector e processador (Figura 6).

Figura 6 - Esquema de espectrometro de absorcdo atbmica modo chama
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Fonte: KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, (2004)

amostra

Os dois tipos de atomizadores mais usados sdo a chama e o forno. A
espectrometria de atbmica com chama é a técnica mais utilizada para analises
elementares em niveis de mg/L. O atomizador € a parte mais importante do

equipamento, pois neste dispositivo serdo gerados os atomos gasosos no estado
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fundamental, que absorvem a radiacdo de comprimento de onda caracteristico
proveniente da fonte de radiacdo e consequentemente, ser determinada a
concentracdo do elemento de interesse (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004).
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCALIZAGAO E CARACTERISTICA DA AREA DE ESTUDO

A estacao de tratamento de esgoto (ETE) de Ponta Negra foi construida no ano
de 2000 as margens da Avenida Rota do Sol no Bairro de Ponta Negra, em confluéncia
com a avenida que da acesso ao Bairro Cidade Verde no municipio de Natal/RN. Suas

coordenadas aproximadas s&o 258.117m E e 9.348.388m N, conforme a Figura 7.

Figura 7 — Localizacdo da estacéo de tratamento de esgoto de Ponta Negra
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Fonte: GOOGLE EARTH, (2017).

A ETE é composta por unidades de pré-tratamento (gradeamento, caixa de
areia e calha Parshall) e tratamento bioldégico secundario (reatores tipo lagoas
facultativa aerada seguida por duas lagoas de maturacdo). O efluente tratado é
infiltrado através de valbes em terreno adjacente a Ultima lagoa de maturacdo. A ETE
atende a uma populacdo predominantemente de classe média-alta e foi dimensionada
para uma vazdo média de final de plano de 134 L.s™.
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4.2 COLETA DO EFLUENTE

A coleta do efluente foi realizada semanalmente na Gltima caixa de distribuicdo
de vazao da lagoa facultativa aerada (Figura 8) e na caixa de distribuicdo de vazao
final da segunda lagoa de maturacgéo (Figura 9), das 8h as 10h, no periodo de maio a
agosto de 2016, totalizando 18 coletas.

Figura 8 — Caixa de distribuicdo de vazao da segunda lagoa facultativa aerada
da ETE Ponta Negra

.

Fonte: Autoria propria (2017).

Figura 9 — Caixa de distribuicdo de vaz&do da segunda lagoa de maturacdo da
ETE Ponta Negra
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(2017).

Apb6s a coleta, o efluente foi armazenado em recipientes de polietileno com
tampa de capacidade para 5 litros. Em seguida, foram armazenados em caixas
térmicas mantendo-se uma temperatura de, aproximadamente, 4°C e enviadas ao

Laboratério de Toxicologia do Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologia do Rio
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Grande do Norte (IFRN), campus Natal Central, para o processo de remogéo da
biomassa algal.

4.3 REMOCAO E SECAGEM DA BIOMASSA ALGAL

O processo de coleta e separacdo da biomassa do efluente da lagoa de
estabilizacao foram utilizados os métodos de centrifugacao e flotagédo por ar dissolvido
(FAD). Vale ressaltar que os processos de remogédo e secagem da biomassa algal

foram realizados no mesmo dia da coleta do efluente.

4.3.1 Remocao da biomassa por flotagéo

O equipamento flotateste utilizado para a remocdo da biomassa é composto
por trés colunas de flotacdo (reator) com capacidade para 3 litros cada, juntamente
com uma camara de saturacdo com capacidade para 4 litros, todas confeccionadas
em acrilico para a melhor visualizagao do processo. Para cada reator ha uma haste
metalica interligada ao misturador com mostrador digital, que permite o emprego de
uma rotacdo predeterminada resultando em diferentes gradientes de velocidade
(Figura 10).

Figura 10 — Equamento rotateste utilizado para remover a biomassa

Fonte: Autoria propria (2017).

Para a realizacdo da remocao da biomassa por flotacdo, inicialmente foram
separadas amostras do efluente da lagoa facultativa aerada e de maturacdo em

bekeres de polipropileno de 4 litros. Apos esse procedimento, as amostras foram
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submetidas a correcdo do pH utilizando solucdo de acido sulfarico 5N e hidroxido de
sédio 1N, conforme o coagulante utilizado (Tabela 4). Os parametros utilizados na
correcdo do pH das amostras foram baseados em estudos ja realizados por Brito
(2016)

Tabela 4 — Amostras e pH utilizados na flotagéo

Formula Sigla da pH de
Tipo de lagoa Coagulante guimica do 9 coagulacéo
amostra ~
coagulante e floculagéo
(AIn (OH)m
Lagoa facultativa Policloreto de Clz n-m)
aerada (LFA) aluminio (PAC) 30% de LFA - PAC 7.0
aluminio
Lagoa facultativa Cloreto Férrico
aerada (LFA) (CF) FeCls LFA - CF 55
(Aln (OH)M
Lagoa de Policloreto de Clz n-m) i
maturacio (LM)  aluminio (PAC)  30%de M PAC 7.0
aluminio
Lagoa de Cloreto Férrico
maturacao (LM) (CF) FeCls LM -CF 5.5

Fonte: Autoria propria (2017).

ApGs a correcdo do pH foram colocadas, aproximadamente, 2 litros de amostra
em cada coluna de flotacdo do equipamento. Em seguida, a camara de saturacao foi
preenchida com agua e depois com ar comprimido até ficar saturada a uma pressao
em torno de 4 Bar, por um periodo de 20 minutos. Para a etapa de coagulacéo foi
estabelecido um gradiente de velocidade de 274 s e uma rotagdo de 220 rpm na
mistura rapida com um tempo de 20 segundos. Ja em relagdo ao processo de
floculacédo foi realizado uma mistura lenta fixando um gradiente de 63 s e uma
rotacdo de 83 rpm com um tempo de 15 minutos. Os coagulantes foram adicionados
no inicio da mistura rapida na dosagem de 100 mg/L para o policloreto de aluminio e
75 mg/L para o cloreto férrico. As doses de coagulantes e gradientes de velocidade
estabelecidas nessa pesquisa também foram baseadas nos estudos de Brito (2016).

Apos a floculagéo, os agitadores eram desligados e em seguida injetada agua
saturada nas colunas para o processo de flotacdo. O sobrenadante de biomassa era
retirada da coluna com o auxilio de uma espatula. Posteriormente, a biomassa era
transferida para uma placa petri de 100 mm x 15 mm devidamente identificada (Figura
11).
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Figura 11 — Biomassa flotada

Fonte: Autoria prépria (2017).

4.3.2 Remocao da biomassa por centrifugagcéo

Para a recuperagao da biomassa por centrifugacao foi utilizado uma centrifuga
com 12 tubos de ensaio com capacidade de 15 ml (Figura 12). Foi utilizada rotacéo
de 2000 rpom em um tempo de 5 min para a total concentragdo da biomassa. Para
esse procedimento, foram realizados varios ciclos de centrifugagdo e em cada um
deles foram utilizados 180 mL de cada amostra da lagoa facultativa aerada (LFA) e da
lagoa de maturacao (LM). No total foram centrifugados 20 L de cada amostra. Apds a
retirada do sobrenadante dos tubos de ensaios, a biomassa recuperada, foi colocada

em placas de petri de 100 mm x 15 mm e devidamente identificadas.

Figura 12 — Centrifuga utilizada para remover a biomassa

Fonte: Autoria prépria (2017).
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4.3.3 Secagem

A biomassa recuperada pelos métodos de flotacao e centrifugagao foram secas
em estufa de 20 L com circulacdo de ar forcado da marca Nova Etica a uma
temperatura de 60 °C. Passadas as 24 h iniciais, a cada 1h as amostras eram pesadas
até a obtencdo de um peso constante, evidenciando que a biomassa estaria
devidamente seca. As amostras de biomassa seca eram armazenadas em sacos
plasticos de 5 cm por 10 cm, devidamente etiquetadas (Figura 13) e refrigeradas a - 2
°C.

Figura 13 — Armazenamento da biomassa seca
‘d"; By -

Fonte: Autoria propria (2017).

4.4 EXTRACAO DO MATERIAL LIPIDICO DAS MICROALGAS

A extracdo do material lipidico foi realizada utilizando seis amostras: (LFA),
(LFA-CF), (LFA-PAC), (LM), (LM-CF) e (LM-PAC). Cada amostra passou pelo
processo de pulverizacdo com o auxilio de um almofariz e pistilo, e para um melhor
controle de sua granulometria, foi homogeneizada pela passagem numa peneira de
300 mm.um de abertura (Figura 14).

Para o processo de extracéo foi utilizado 1 grama da amostra, adicionados a
um recipiente de vidro com capacidade para 500 mL e adicionado 210 mL de n-hexano
PA. Em seguida, esse sistema foi submetido a agitacdo mecéanica com rotacdo de
1500 rpm acoplada a um banho ultrassénico de 40 kHz por 2,5 h (Figura 15).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
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Figura 14 — Biomassa seca macerada e peneirada

LFA - PAC LFA -CF

LM LM - PAC LM -CF

Fonte: Autoria propria (2017).

Figura 15 — Sistema de agitacdo mecanico associado ao banho ultrassénico

Fonte: Autoria propria (2017).

Posteriormente, a amostra foi submetida a um sistema de filtracdo simples
utilizando um papel filtro quantitativo (J Prolab) com gramatura de 80 g/m? e poros de,
em média, 8 um (A). O filtrado foi colocado em um baldo de fundo chato de 250 mL,
previamente pesado, para quantificar o rendimento da reacdo (B). O baldo com o
material lipidico e n-hexano PA foi colocado em um evaporador rotativo durante 10
min a 50 °C para a total evaporacao do n-hexano PA (C). Por fim, o material lipidico
concentrado no baléo foi pesado na balanca analitica e transferido para um recipiente
devidamente etiquetado (D) e refrigerado. Todos o0s processos envolvidos na

recuperacdo do material lipidico sdo mostrados na figura 16.
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Figura 16 — Etapas de recuperacdo do material Iipidi

Fonte: Autoria prépria (2017).

O calculo do teor de material lipidico extraido foi feito em duplicata e
determinou-se a média e o desvio padrao das medidas. O teor lipidico foi calculado
de acordo com a (Equacéo 1):

Rendimento (%) = [MML/MBS X 100] (1)

Onde: MML é a massa do material lipidico e 0 MBS é a massa da biomassa
seca.

4.5 CARACTERIZACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS MICROALGAS DA
LAGOA FACULTATIVA AERADA E DE MATURACAO

Para a identificacdo das microalgas, as analises foram feitas no Laboratério de

Toxicologia do Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologia do Rio Grande do Norte
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(IFRN), campus Natal Central. Foram coletadas amostras em uma frequéncia mensal,
fixadas com solucdo de lugol acético. Foram utilizados microscopio Optico (aumento
de 1000x) e microscopio invertido (aumento de 400x), para a contagem e
identificacdo, sempre que possivel, em nivel de espécie, através da analise de
caracteristicas morfolégicas e morfométricas. Os individuos (células, colbnias,
cenobios, filamentos) foram enumerados em campos aleatérios, utilizando a técnica
de sedimentacdo (UTERMOHL, 1958; UHELINGER, 1964). O processo foi finalizado

com o volume sedimentado, sendo definido de acordo com a concentracdo de algas.

4.6 CARACTERIZACAO DO MATERIAL LIPIDICO POR INFRAVERMELHO DE
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A analise por espectroscopia do material lipidico extraido das amostras de
biomassa foi realizada no Instituto de Quimica, na Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN), em um espectrofotbmetro de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), cujo modelo € IRAffinity fabricado pela Shimadzu e
acoplado a um modulo HATR MiIRacle com prisma de ZnSe. Os espectros do
infravermelho abrangeram a faixa de 700 a 4000 cm™ e foram adquiridos com
resolucdo de 4 cm e 32 scans/min.

4.7 CARACTERIZACAO DO MATERIAL LIPIDICO POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (CCD)

As anadlises por cromatografia em camada delgada dos materiais lipidicos
extraidos das biomassas foram realizadas no Instituto de Quimica, na Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), usando placas de aluminio ALUGRAM SIL
G/UV254 de 20 x 20 cm de dimensdes da marca MACHEREY — NAGEL, ativadas a
100 °C.

Para obtencao do fator de retencdo (Rfs), foram utilizados como padrao de
triglicerideos e acidos graxos o 6leo de soja comercial e acido estearico (Ci1sH3602)
P.A., respectivamente. Os mesmos foram aplicados sobre as placas cromatograficas,
juntamente com as amostras. Posteriormente, a placa foi colocada em uma cuba de
vidro alta vertical (66 x 60 x 100 mm) com tampa, no qual ja estava contido o eluente
hexano/éter etilico/acido acético glacial (80:20:1). Em seguida, as placas
cromatograficas foram reveladas em vapor de iodo e os (Rfs) determinados de acordo

com a Equacao 2.
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R = ds/dm (2)

O Fator de retencao (Rr) é a razdo entre a distancia percorrida pela substancia

em questao (ds) e a distancia percorrida pela fase moével (dm).

4.8 CARACTERIZAQAO POR TERMOGRAVIMETRIA (TG) DA BIOMASSA SECA E
MATERIAL LIPIDICO

As andlises das amostras da biomassa seca por termogravimetria foram
realizadas no Centro de Tecnologias do Gas e Energias Renovaveis — Ctgéas, e o
material lipidico na Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Em ambas
as analises foi utilizado o equipamento SDT-Q600 da marca TA Instruments. Os
parametros para analise foram: faixa de temperatura 1000 °C, taxa de aguecimento:
20 °C/min, atmosfera de Nz, vazéo do gas: 50 mL/min, cadinho de platina e 15 mg da

massa seca de cada amostra da biomassa e do extrato.

4.9 QUA[\ITIFIQAQAO DE FERRO E ALUMINIO POR ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA MODO CHAMA (FAAS) DA BIOMASSA SECA E RESIDUAL

As analises das amostras da biomassa seca e residual por espectrometria de
absorcdo atbmica modo chama foram realizadas no Centro de Tecnologias do Gas e
Energias Renovaveis — Ctgas. A metodologia de abertura adotada para as amostras
foi o EPA 3051A e as andlises realizadas conforme as metodologias Standard
Methods 3113B, para aluminio, e 3111B, para ferro. Para a calibracdo do
espectrometro de absorcéo atbmica foram utilizados padrdes de referéncia rastreados

ao NIST preparados volumetricamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS ESPECIES DE
MICROALGAS

Os resultados qualitativos das espécies fictoplanctos presentes na lagoa
facultativa aerada (LFA) e de maturacdo (LM) s&o expressos na Tabela 5, onde se
observam os géneros ou espécies identificadas, bem como os taxons a que estes
pertencem. Foram identificados no estudo 27 taxons fitoplanctonicos, sendo que 11

espécies pertencem a divisdo Chlorophyta.

Tabela 5 — Espécies e géneros presentes nas lagoas de estabilizacao
Taxon |  Género/Espécie | LFA | LM
Monoraphidium sp.
Closteriopsis sp.
Tetraspora sp.
Chlorella sp.
Scenedesmus sp.
Chlorophyta Coelastrum sp.
Selenastrum sp.
Oocystis sp.
Ankistrodesmus sp.
Chlamydomonas sp.
Chlorococcum sp.
Navicula
Bacillariophyta Cyclotella sp.
Diatoméacea
Synecocystis sp.
Pseudanabaena sp.
Planktolyngbya limnetica
Gleocapsa sp.
Synechococcus sp.
Cilindrospermopsis sp.
Euglena sp.
Phacus sp.
Astasia sp.
Ochrophyta Centritractus sp.
Chroomonas sp.
Cryptophyta Cryptomonas sp.
Charophyta Closterium sp.
Fonte: Autoria propria, (2017)
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Segundo Hu et al. (2008), as microalgas que pertencem aos grupos

Bacillariophyceae produzem acidos graxos de C16: 0 e C16: 1; as Chlorophyceae,
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acidos graxos de C16: 0 e C18: 1; nas Euglenophyceae, C16: 0, C16: 1 e C18: 1; nas
Cl16: 0, Cl16: 1 e C18: 1 em cianobactérias. Além desses &cidos graxos, as
Bacillariophyceae sao produtores de acidos graxos poli-insaturados (w3 ou w6, onde
wx identifica a posicdo aonde se encontra a primeira instauragao); as
Bacillariophyceae sao produtoras de acidos graxos poli-insaturados C20:5 w3 e C22:6
w3; em Euglenophyceae C18:2 e C18:3w3 e em Cyanobacteria C18:2 e C18:3 w3.

A andlise quantitativa identificou na LFA as seguintes espécies predominantes:
Monoraphidium sp. (3%), Synecocystis sp. (43%), Closteriopsis sp. (3%), Chlorella sp.
(36%) e Synechococcus sp (8%). Para a LM, as espécies que predominaram foram:
Monoraphidium sp. (4%), Synecocystis sp. (43%), Tetraspora sp. (4%), Chlorella sp.
(32%) e Synechococcus sp (10%). Entretanto, vale salientar que outras espécies
foram encontradas na LFA e LM em menor proporcao. Essa variedade de espécies
pode ser explicada em virtude de as lagoas de estabilizacdo serem ambientes naturais
e ndo terem um controle efetivo das varidveis ambientais que afetam o crescimento
das microalgas. Dentre estes fatores podemos destacar: temperatura, radiacédo solar,
disponibilidade orgéanica e nutricionais no meio de cultivo, aeracdo e pH (QUEIROZ,
2014).

De acordo com a literatura, as espécies Synecocytis sp., Chlorella sp. e
Synechococcus sp, que mais predominaram na lagoa, apresentam um grande
potencial de acumulo de lipideos em suas células. Os estudos mostram que o material
lipidico extraido dessas espécies em cultivos controlados apresentam predominancia
de acidos graxos saturados e poli-insaturados (KARATAY; DONMEZ, 2011; KAIWAN-
ARPORN, 2012; MORIOKA, 2014).

Diante das espécies predominantes identificadas na ETE de Ponta Negra/RN,
espera-se que o material lipidico extraido dessas microalgas demonstre cadeias
constituidas por &cidos graxos saturados e poli-insaturados, que poderdo ser

utilizados como matéria prima na producéo de biodiesel.

5.2 RENDIMENTO DAS EXTRACOES

Os resultados dos rendimentos das extracbes do material lipidico das
biomassas (Tabela 6) mostraram que as amostras LFA, LM, LFA-PAC, LFA-CF foram
muito semelhantes. Esse fato ja era de se esperar, ha vista que, o quantitativo de
espécies de microalgas potencialmente produtoras de 6leo nessas amostras foram
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também semelhantes. Entretanto, as amostras LM-PAC e LM-CF que deveria ter os
mesmos rendimentos nao apresentou. Tal fato, pode ser explicado devido, a biomassa
algal da lagoa de estabilizac&o ser heterogénea e ndo passar por nenhum tipo de pré-
tratamento para a retirada das possiveis impurezas que podem conter na biomassa.
Além disso, a temperatura submetida ao longo do processo de secagem da amostra
pode ter degradado a biomassa. Portanto, diante desses fatos, os resultados dos

rendimentos de todas as amostras podem ter sido comprometidas.

Tabela 6 — Material lipidico extraido das microalgas

Amostras | Material lipidico extraido (%)
LFA 4,50 + 0,37
LFA- PAC 5,18 + 0,06
LFA - CF 4,10+0,51
LM 4,53 +0,46
LM - PAC 1,33+0,10
LM - CF 3,36 £ 0,14

Fonte: Autoria propria (2017).

Além da extracdo do material lipidico, também foram feitas analises de
absorcdo atdmica na biomassa aonde permitiu inferir que a biomassa antes da
extracao possui teores altos de ferro (Fe) e aluminio (Al) totais. Os resultados também
revelam que houve uma diminuicdo da concentracdo de ferro e aluminio totais na
biomassa residual gerada apdés a extracdo do material. Esse comportamento,
provavelmente, seja devido as perdas inerentes ao processo de extracdo. Vale
salientar que possivelmente esses valores residuais ndo estdo em quantidades
significativas no 6leo extraido, ja que os resultados da TGA demonstram um
percentual de residuo baixo nos eventos térmicos dos extratos. Entretanto, ndo foi
possivel realizar as analises de metais pesados no 6leo extraido das amostras da
biomassa, pois o baixo volume obtido ao longo dos experimentos impossibilitava as

analises através do equipamento de absorcdo atbmica disponivel.

53 ANALISE DO MATERIAL LIPIDICO POR ESPECTROSCOPIA DO
INFRAVERMELHO

Os resultados do infravermelho por transformada de Fourier (Figura 17)
indicaram que as amostras com aplicacdo de coagulantes apresentaram espectros

com bandas de absorc¢ao relacionadas a presenca de grupamento alcano em 2854 e
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2926 cm™, que correspondem ao estiramento dos grupos CH. Os espectros
detectaram também duas bandas meédias referentes a deformagdo axial do
grupamento éster (C-O) em 1172 e 1259 cm1, bem como a presenca de uma banda
atribuida ao grupo (CH2)n, a qual pode ser observada em 725 cm. As vibragées de
estiramento da ligacdo referente a carbonila (C=0) de ésteres, que ocorrem entre
1750 e 1730 cm™* também foram observadas com picos bastantes acentuados,
confirmando a presenca de triglicerideos nas amostras lipidicas. Outra caracteristica
importante nos espectros foi a presenca de bandas intensas na regido de 3437 cm™,
atribuidas a deformacdo axial dos grupamentos OH, que pode estar ligada,
provavelmente, a umidade nas amostras.

Portanto, a presenca de éster nas amostras € fundamental para se confirmar a
possivel potencialidade da biomassa como produtora de 6leo, que pode ser
transformado em biodiesel através da reacdo de transesterificacdo (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000). Em relagdo as amostras que ndo utlizaram coagulantes
(centrifugacdo), observou-se a ocorréncia de deformacdo axial referente ao
estiramento (C=0) caracteristico de acidos carboxilicos em 1714 cm e ndo de éster,

mas que pode favorecer a producao de biodiesel através da reacao de esterificacao.

Yang et al. (2005), ao analisar alguns tipos de O6leos tradicionalmente ricos em
triglicerideos, constataram que a maioria das bandas de absor¢do na regido do
infravermelho dos grupos funcionais dos triglicerideos foram observadas em torno de
2937 cm* (deformacdo axial assimétrica de C-H), 2856 cm™ (deformacdo axial
simétrico C-H), 1749 cm™ (deformacéo axial do grupo C=0), 1454 cm™ ( deformacéo
angular tipo “scissoring” de C-H), 1166 cm™ (deformacdo angular de C-O e C-H) e
709cm ! (deformagao angular tipo “ rocking” de (-CHz-)n). Dessa forma, os resultados
encontrados nas amostras supracitados evidenciam picos de absorcdo que

caracterizam grupos funcionais de éster.
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Figura 17 — Espectros de FTIR do material lipidico das microalgas
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Fonte: Autoria propria (2017).

5.4 ANALISE DO MATERIAL LIPIDICO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

A cromatografia em camada delgada possibilitou a caracterizacdo dos
principais constituintes presentes no 6leo das microalgas, sendo este analisado pelo
fator de polaridade, onde se pode verificar a presenca de cada constituinte em funcéo

da distancia percorrida pelo eluente na placa (Figura 18). A partir da analise
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comparativa dos padrdes aplicados como referéncia na placa cromatografica, foi
possivel observar um perfil lipidico desejavel, pois em seus constituintes se fizeram

presentes o0s ésteres, triglicerideos e acidos graxos.

Figura 18 — Placas cromatograficas do material lipidico da LFA, LFA - PAC,
LFA - CF (A) e LM, LM - PAC e LM - CF (B).
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Fonte: Autoria propria (2017).

A Tabela 7 mostra os valores calculados dos fatores de retengéo (Rfs) dos
extratos das biomassas e dos padrdes utilizados. Vale salientar que os valores de Rfs
das amostras também ficaram bem proximos aos obtidos na literatura (BRUM,;
ARRUDA; REGITAND-D’ARCE, 2009; FROEHNER; LEITHOLD; LIMA JUNIOR,
2007).

Tabela 7 — Fator de retencédo obtido do material lipidico extraido da biomassa

Compostos | LFA | LFA-PAC | LFA-CF | LM | LM-PAC | LM-CF | Padrdes

Ester 0,91 0,85 0,94 0,96 0,83 0,96 -
0,55 0,53 0,73 0,66 0,66 0,66
Triglicerl'deo _ 0,65 _ 0,58 0,61 0,61 0,66
- - - 0,50 0,50 0,53
Acido graxos 0,35 0,42 0,31 0,41 0,41 0,41 0,41

Fonte: Autoria propria (2017).
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Portanto, verifica-se que os resultados obtidos através da CCD demonstraram
qualitativamente a presenca de ésteres, acidos graxos e triglicerideos nas amostras
avaliadas, confirmando a presenca de substancias importantes para a producéo de

biodiesel.

5.6 ANALISE POR TG/TGA DA BIOMASSA DA LAGOA FACULTATIVA AERADA E
DA MATURACAO

O comportamento térmico das biomassas microalgas da LFA, LFA-CF, LM e
LM-CF apresentaram quatro eventos térmicos e a LFA-PAC e LM-PAC trés eventos
(Figura 19). O primeiro evento corresponde a desidratagdo da biomassa e o segundo
evento a presenca de carboidratos e proteinas. A presenca de proteina na biomassa
seca microalgal torna plausivel a sua utilizagdo também como alimento para racao
animal na aquicultura (YAAKOB, et al., 2014). No entanto, torna-se necessario um
estudo mais detalhado dessa biomassa. De acordo com Becker (2004), os pré-
requisitos para que uma biomassa seja utilizada na alimentagdo animal estéo
descritos a segquir:

e Analise da composicdo quimica (proteina, carboidratos, gordura, fibras brutas,
vitaminas e minerais e etc.);

e Analise do teor de substancias biogénicas e ndo biogénicas toxicas
(ficotoxinas, acidos nucleicos, metais pesados, pesticidas, outros agentes
toxicos e remocao de residuos proveniente do processamento da biomassa);

e Estudo da qualidade nutricional bioquimico e proteico da biomassa (eficiéncia
proteica, utilizacdo da proteina liquida, valor biolégico e coeficiente de
digestibilidade);

e Valor suplementar da microalga com as fontes convencionais de alimentos;

e Andlises de qualidade sanitaria (contaminagao microbiana);

e Avaliacbes de segurancga (ensaios nutricionais de curta e longa duragcdo com
animais experimentais);

e Estudos clinicos (testes para seguranca e adequabilidade do produto para
consumo humano);

e Testes de aceitabilidade (essas avaliagdes sdo opcionais, tendo em vista que

o consumidor ira decidir se o produto € aceitavel ou nao).
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O terceiro evento esta relacionado a decomposicdo da fracdo lipidica,
principalmente os triacilglicerideos, ja o quarto evento so foi verificado nas amostras
LFA, LFA-CF, LM e LM-CF, que provavelmente sejam pigmentos, como clorofila, que
apresentam elevado peso molecular e encontram-se frequentemente como
constituintes da microalga (GOMES et al.,2015).

Figura 19 — Curvas de TGA e DTG da biomassa seca da LFA, LFA - PAC e LFA - CF
(A) eda LM, LM - PAC e LM - CF (B)
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Fonte: Autoria propria (2017).

O alto percentual de material residual, principalmente na LFA-PAC e LM-PAC,
pode estar relacionado a presenca de metais (ferro e aluminio) provenientes do meio
de cultivo e do coagulante utilizado no processo de flotacdo. Esse resultado corrobora
com os resultados da absorcdo atdbmica obtido da biomassa, onde o LFA-PAC e LM-

PAC foram os que obtiveram a maior quantidade de metais totais. Na Tabela 8 sao
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mostrados os resultados dos principais eventos térmicos da biomassa e suas

respectivas porcentagens de perda de massa.

Tabela 8 — Eventos térmicos das amostras das biomassas secas

Amostras Eventos Temperatura Massa (%)
térmicos

LFA 1° 27 -174 9,59
2° 174 - 396 41,75
3° 396 - 559 13,32
4° 559 - 988 13,23

Residuos (%) 22,11
LFA - CF 1° 28 - 170 6,99
2° 170 - 395 43,34
3° 395 - 596 12,16
4° 596 - 988 11,70

Residuos (%) 25,91
LFA -PAC 1° 24 - 184 8,44
2° 184 - 400 45,58
3° 400 - 600 11,27

Residuos (%) 34,71
LM 1° 30-171 9,83
2° 171 - 400 43,86
3° 400 - 569 10,25
4° 569 - 988 11,28

Residuos (%) 24,78
LM - CF 1° 24 -175 8,91
2° 175 - 386 35,77
3° 386 - 560 14,94
4° 560 - 988 14,91

Residuos (%) 25,47
LM - PAC 1° 35-185 10,04
2° 185 - 399 38,26
3° 399 - 621 12,91

Residuos (%) 38,79

Fonte: Autoria propria (2017).

5.7 ANALISE POR TG/TGA DO EXTRATO DA LAGOA FACULTATIVA AERADA E
DE MATURACAO

As curvas TG e DTG (Figura 20) dos extratos da biomassa da LFA, LFA-CF,
LFA-PAC, LM, LM-CF e LM-PAC mostraram 3 etapas de perda de massa. O primeiro
evento térmico de perda de massa consiste na volatilizacdo do solvente (n-hexano) e

vaporizacao de moléculas de agua (GOMES et al.,2015).
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Figura 20 — Curvas de TGA e DTG do extrato das biomassas da LFA, LFA - PAC e

LFA - CF (A) e da LM, LM - PAC e LM - CF (B).
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Os eventos térmicos 2° e 3° estdo relacionados a decomposicdo ou

volatilizagdo dos triacilglicerideos (MARCILLA et al., 2009). Dentre as amostras

analisadas, a que teve maior perda de massa referente a esses eventos foi a LFA —

CF, com aproximadamente 84,28% em comparagdo com as demais. Os picos que

caracterizam as temperaturas maxima de degradacdo das amostras (Tabela 9),

possivelmente, estdo relacionados a volatilizagdo dos produtos provenientes da

decomposicdo dos triacilglicerideos (produto de pirdlise), ou eventuais TAG de

elevada massa molecular. Os residuos gerados podem ser atribuidos ao material que

nao volatiza e é carbonizado. Na Tabela 9 sdo mostrados os resultados dos intervalos

de temperatura dos principais eventos térmicos dos extratos e suas respectivas

porcentagens de perda de massa.
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Tabela 9 — Eventos térmicos das amostras dos extratos das biomassas secas

Eventos Terpperatura
Amostras . Temperatura | Massa (%) maxima de
térmicos ~ 1o
degradacéo (°C)
1° 30-182 40,90
LFA 2° 182 - 382 47,63 389
3° 382 - 485 5,57
Residuos 5,09
(%)
1° 30 - 202 13,88
LFA - CF 2° 202 - 330 79,28 453
3° 330 -432 5,00
Residuos 1,84
(%)
1° 30-190 45,87
LFA -PAC 2° 190 - 320 30,09 447
3° 320 — 483 20,28
Residuos 3,76
(%)
1° 37 - 203 62,63
LM 2° 203 - 305 20,26 354
3° 305 - 379 5,23
Residuos 11,88
(%)
1° 41 - 187 56,14
LM - CF 2° 187 - 321 30,32 384
3° 321 - 475 9,64
Residuos 3,09
(%)
1° 59 - 284 61,50
LM - PAC 2° 284 - 385 20,37 458
3° 385 - 498 11,58
Residuos 6,55
(%)

Fonte: Autoria propria (2017).
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6 CONCLUSOES

e Os resultados das analises microscopicas qualitativas do efluente da lagoa
facultativa aerada e de maturagéo da ETE Ponta Negra/RN revelaram a presenca
dos seguintes grupos de espécies: Bacillariophyta, Cyanobacteria, Chlorophyta,
Euglenophyta e Ochrophyta. As andlises quantitativas das espécies que
predominaram nas lagoas foram: Synechococcus sp.(10%), Synecocytis sp.(43%)
e Chlorella sp.(36%), que de acordo com a literatura sdo Gtimas produtoras de
acidos graxos saturados e poli-insaturadas.

e O rendimento médio do teor de material lipidico extraido das biomassas algas foi
3,83%.

e As andlises de absorcdo atdmica evidenciaram que o0s coagulantes utilizados no
processo de flotagdo provocaram um aumento significativo da concentragéo de
ferro e aluminio totais na biomassa seca e residual, em relagéo ao outro processo
gue néo utilizou coagulantes, limitando a sua reutilizacdo em aplicacdes futuras.

e A analise da espectroscopia de infravermelho (FTIR) detectou bandas de
absorcdo de éster na maioria dos extratos obtidos das microalgas. Portanto,
evidenciando de forma qualitativa, a presenca de lipideos nas amostras.

¢ Aandlise cromatografia em camada delgada detectou a presenca de éster, acidos
graxos e triglicerideos nos extratos dos materiais lipidicos obtidos da biomassa da
lagoa facultativa aerada e de maturacdo. Dessa forma, esse resultado confirma
de forma qualitativa a presenca de importantes substancias que servem para
serem utilizadas na producéo de biodiesel.

e A andlise termogravimeétrica da biomassa desidratada evidenciou a presenca de
carboidrato, proteinas e lipideos que podem ser utilizadas em diferentes tipos de
aplicabilidades. Ja em relacdo ao extrato do material lipidico obtido da biomassa
mostrou a presencga de triacilglicerideos. Dessa forma, o extrato obtido das
microalgas identificadas na lagoa de estabilizacao tem o potencial de produzir um
oleo rico em triacilglicerideos que pode ser reutilizado na producdo de biodiesel
por meio da reacao de transesterificacao.

e A analise de TG evidenciaram também que o 6leo extraido da biomassa algal,
possivelmente, ndo foi contaminada pelos coagulantes, Dessa maneira, esse

material lipidico ndo comprometeria a qualidade do biodiesel, caso seja utilizado
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para esse fim. Mas, que outros testes complementares devem ser feitos para que
se tenha uma maior confiabilidade dos resultados.
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