3

ABES

11-037 — COMPARACAO DE METODOS DE PRE-TRATAMENTO PARA A
EXTRACAO DE LIPIDIOS TOTAIS A PARTIR DE CULTURAS
MISTAS DE MICROALGAS

Anna Patricya Florentino de Souza Silva

Bidloga pela Universidade Estadual do Ceara. Mestre em Saneamento Ambiental pela Universidade Federal do
Ceara. Doutoranda em Microbiologia na Wageningen University.

Mayara Carantino Costa

Engenheira Civil pela Universidade Federal do Ceard (UFC). Mestre em Saneamento Ambiental pela UFC.
Doutora em Saneamento Ambiental pela UFC. Pesquisadora p6s-doc (Departamento de Engenharia Hidraulica
e Ambiental - UFC).

Eliezer Fares Abdala Neto

Engenheiro Mecénico pela Universidade de Fortaleza. Mestre em Saneamento Ambiental pela Universidade
Federal do Ceara (UFC). Doutor em Saneamento Ambiental pela UFC. Pesquisador p6s-doc (Departamento de
Engenharia Hidraulica e Ambiental - UFC).

Alexandre Colzi Lopes

Engenheiro Civil pela Universidade Federal do Cearad (UFC). Mestre em Engenharia Hidraulica e Saneamento
pela Universidade de S&o Paulo. Doutor em Engenharia Quimica e Tecnologia do Meio ambiente pela
Universidad de Valladolid. Pesquisador pos-doc (Departamento de Engenharia Hidraulica e Ambiental - UFC).
André Bezerra dos Santos @

Engenheiro Civil pela Universidade Federal do Ceard (UFC). Mestre em Saneamento Ambiental pela UFC.
Doutor em Saneamento Ambiental pela Wageningen University. Professor Adjunto 1V do Departamento de
Engenharia Hidraulica e Ambiental na UFC.

Endereco®: Avenida Mister Hull S/N - Campus do Pici - Bloco 713 - Pici.- Fortaleza — Ceara — CEP: 60455-
900 — Brasil - Tel: (85) 3366-9490 - e-mail: andre23@ufc.br

RESUMO

Uma das etapas do processo de producao de biodiesel a partir de microalgas € a ruptura celular, que pode ser
conseguida pela aplicacdo de pré-tratamento, que uma vez aplicado a biomassa algal deve ser capaz de
aumentar a liberacdo dos lipidios das células. Este trabalho estabeleceu uma comparagdo entre quatro métodos
de pré-tratamento (ultrassom, micro-ondas, autoclave e eletroflotagdo ndo-convencional) quanto a eficiéncia de
ruptura celular de culturas mistas de microalgas obtidas de uma estacdo de tratamento de esgotos constituida
por lagoas de estabilizacdo. Para determinacdo do rendimento lipidico, foi realizada a extracéo de lipidios totais
pela metodologia adaptada de Bligh e Dyer. A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre os
pré-tratamentos aplicados, exceto para o método de micro-ondas que foi estatisticamente diferente do
ultrassom e da autoclave. Em termos de rendimento lipidico, foram obtidos: 33,7% para 0 micro-ondas, 24,8%
para a eletroflotacdo ndo-convencional, 15,4% para a autoclave e 13,3% para o ultrassom. O reator de
eletroflotacdo ndo-convencional foi apontado como um método promissor, sobretudo por ser facilmente
projetado para maiores escalas, permitir a separacdo de microalgas e pela producdo de hidrogénio no processo,
que poderia ser reaproveitado, além de apresentar menores custos energéticos quando comparado as
metodologias tradicionais.

PALAVRAS-CHAVE: Microalgas, Lagoas de Estabilizagdo, Pré-tratamento, Lipidios, Biodiesel.

INTRODUCAO

Os biocombustiveis podem ser obtidos a partir de uma variedade de biomassas oriundas de restos de comida,
lixos urbanos e da agricultura, sementes oleaginosas, plantas aquaticas e microalgas (SINGH e GU, 2010). No
Brasil, a principal oleaginosa utilizada na obtengdo do biodiesel, responsavel por 75% da producao, a soja, ndo
atendera a demanda sem que sejam destinadas areas agricultaveis exclusivamente para esse fim, uma vez que a
produtividade dessa oleaginosa é baixa (0,2 — 0,4 tonelada por hectare) (MENDES e COSTA, 2010). Nesse
cenario, as microalgas aparecem como fontes promissoras de biodiesel, apresentando produtividade e teor
lipidico muito superiores as oleaginosas tradicionalmente utilizadas (CHISTI, 2007).
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A biomassa microalgal é obtida principalmente a partir do cultivo em laboratério ou industrial em sistemas
fechados (fotobiorreatores), ou em lagoas aeradas alimentadas com meio de cultura (BOROWITZKA, 1999).
Entretanto, a aplicagcdo de microalgas em sistemas de tratamento de esgotos domésticos aliada a producdo de
biomassa para conversdo a biodiesel vem sendo discutida e tem sido apontada como opg¢do economicamente
vidvel (RAWAT et al., 2010; PITTMAN et al., 2011).

A ruptura celular é uma das etapas fundamentais para o aproveitamento energético da biomassa algal. Alguns
pré-tratamentos, como ultrassom, micro-ondas, choque osmético, moinho de esferas e autoclave tém sido
usados para promover a ruptura de células vegetais e tém sido testados para células de culturas puras de
microalgas (KITA et al., 2010; LEE et al., 2010; PRABAKARAN e RAVINDRAN, 2011; HALIM et al.,
2012). Embora os efeitos do pré-tratamento para rompimento celular na extracdo de lipidios de microalgas
ainda ndo tenham sido extensivamente investigados, essa etapa ndo pode ser desconsiderada, uma vez que a
eficiéncia da extragdo aumenta com o grau de ruptura celular, uma vez que promove a liberacdo de produtos
intracelulares, como os lipidios (LEE et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi comparar quatro métodos de pré-tratamento (ultrassom, micro-ondas, autoclave e
eletroflotacdo ndo-convencional) quanto a eficiéncia de ruptura celular de culturas mistas de microalgas obtidas
em efluentes de lagoas de estabilizagéo.

MATERIAIS E METODOS
Coleta e concentracdo da biomassa

As microalgas foram coletadas em uma estagdo de tratamento de esgotos (ETE) constituida por uma lagoa
aerada facultativa seguida de uma lagoa facultativa secundaria e duas lagoas de maturagdo em série. As
amostras foram coletadas na ltima lagoa de maturacéo, na saida do efluente.

A biomassa foi concentrada a 4 g'L™* com uma rede de plancton de 20 um de abertura. A secagem foi realizada
por liofilizacdo (Liotop, L202, Brasil). Os lipidios foram extraidos pelo método modificado de Bligh e Dyer
(1959) e para ajustar os pré-tratamentos utilizados com o método, os experimentos foram divididos em dois
blocos, um realizando a ruptura da célula com a biomassa seca € 0 outro com a biomassa Umida, sendo a
secagem procedida apés o pré-tratamento. Para o grupo controle, nenhum pré-tratamento foi realizado. Todas
as analises foram realizadas em triplicata, e a extracdo dos lipidios totais partiu de 500 mg de biomassa seca.

Pré-tratamento da biomassa seca: ultrassom e micro-ondas

A extracdo por ultrassom assistida foi realizada em um processador ultrassénico de 80 W (Ultra cleaner,
1600A, Unique, Australia), usando uma frequéncia de 40 KHz. A biomassa (500 mg) foi diluida em 2,5 mL de
metanol, 1,25 mL de cloroférmio e 1 mL de agua deionizada e entdo foi levada ao banho ultrassénico por 40
minutos. Em seguida, 1,25 mL de cloroférmio e 1,25 mL de sulfato de sodio 1,5% foram adicionados e a
solugdo foi levada novamente ao banho ultrassénico por 20 minutos.

A extracdo por micro-ondas assistida foi realizada em um aparelho de micro-ondas de 400 W (Mars 5, CEM
Corporation, USA). A biomassa (500 mg) foi diluida em 2,5 mL de metanol, 2,5 mL de cloroférmio, 1,25 mL
de 1,5% sulfato de sddio e 1,0 mL de &gua deionizada, e entdo a solugdo foi levada ao micro-ondas para ser
aquecida durante 3 ciclos, sendo cada ciclo com 70 segundos de radiacdo em uma rampa de temperatura de
100°C e 45 segundos em espera.

Apobs cada pré-tratamento, as amostras foram centrifugadas a 1000 rpm (Excelsa Il 206 BL, Famen, Brasil)
por 2 minutos e o pellet formado foi filtrado a vacuo. O filtrado foi levado a estufa a 100°C até atingir peso
constante.

Pré-tratamento da biomassa aquosa: eletroflotagdo ndo-convencional (EFNC) e autoclave

Para os experimentos de eletroflotacdo ndo-convencional (EFCN) por corrente alternada, um reator eletrolitico
(figura 1) foi desenvolvido para operagdo em batelada. O catodo e o anodo foram feitos de 5 barras de ago-316
medindo 15 x 5 cm, 0,2 mm de espessura e espacadas a 5 mm. Uma fonte alternativa externa de corrente (HY
125 Hobby, Hayama, Brasil) foi ajustada para operar a uma frequéncia maxima de 1,5 Hz, aplicando uma
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voltagem de 12 V e uma corrente maxima de 5 A. O reator foi operado por 20 minutos, e as microalgas
flotadas foram coletadas. Apos a realizacdo da eletroflotagdo ndo-convencional, 3,6 g de biomassa seca foram
obtidos para cada 2,9 L de volume tratado.

e = E'\ Faixa de acumulo de eletroflotado

Saida do
eletroflotade

- ‘ Eletrodos nio consumivels
Dreno o Dreno
para Efluente para
limpeza tratado limpeza

Figura 1 — Reator de eletroflotacdo ndo-convencional (EFNC).

O método de pré-tratamento por autoclave foi realizado a 100°C por 10 minutos em um mini-reator (BR-300,
Berghof, Alemanha) com 200 mL da amostra. ApGs esse tempo, o reator foi aberto e as amostras foram
expostas a temperatura ambiente.

A liofilizagdo foi realizada apds cada pré-tratamento. A biomassa seca (500 mg) foi diluida em 2,5 mL de
metanol, 1,25 mL de cloroférmio e 1 mL de &gua deionizada. A solug¢do foi homogeneizada numa mesa
agitadora por 20 minutos. Em seguida, foram acrescentados 1,25 mL de cloroformio e 1,25 mL de sulfato de
sodio 1,5% e a solucédo foi homogeneizada novamente por 2 minutos.

A amostra homogeneizada foi centrifugada a 1000 rpm por 2 minutos (Excelsa Il 206 BL, Famen, Brasil) € o
pellet formado foi filtrado a vacuo. O filtrado foi levado a estufa a 100°C até atingir peso constante.

Analise dos dados

A eficiéncia de cada método de pré-tratamento foi determinada com base no rendimento em lipidios que foi
calculado pela relagdo entre a massa dos lipidios totais extraidos e a massa inicial das microalgas.
Adicionalmente, a comparagdo entre os métodos foi realizada com base nas eficiéncias, na aplicabilidade e no
consumo energético de cada um.

Para se verificar as diferencas entre os parametros, foi utilizado o software Statgraphics® Centurion XV
(StatPoint, EUA). Foram aplicados os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis ANOVA e Mann-Whitney.
A avaliacdo foi feita a partir do valor de P, com um intervalo de confianga de 95%.

RESULTADOS

A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre os pré-tratamentos aplicados, exceto para o
método de micro-ondas que foi estatisticamente diferente do ultrassom (p=0,004) e da autoclave (p=0,005). Os
métodos de pré-tratamento micro-ondas e eletroflotacdo ndo-convencional apresentaram o maior rendimento
lipidico, com percentuais de 33,7% e 24,8% (p=0,15), respectivamente. Esses métodos foram seguidos pela
autoclave (15,4%) e ultrassom (13,3%). O grupo controle alcangou uma eficiéncia de 4,8%, mostrando-se
estatisticamente diferente de todos os métodos avaliados (figura 2).
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Figura 2 — Rendimento lipidico para os métodos de pré-tratamento testados. C — controle; US —
ultrassom; AC - autoclave; EFNC —eletroflotacao nédo-convencional; MO — micro-ondas.

Como neste estudo, outros autores obtiveram melhores rendimentos lipidicos quando utilizaram micro-ondas
em comparagdo com outros métodos de ruptura celular. Koberg et al. (2011) compararam a eficiéncia do
micro-ondas e do ultrassom na ruptura celular de microalgas do género Nannochloropsis com extracao
simultdnea de lipidios pelos solventes metanol e cloroférmio na proporcdo 1:2 (v/v), utilizando um
ultrassonicador com uma frequéncia de 20 KHz por 5 minutos e um aparelho de micro-ondas operando a 2,45
GHz de frequéncia por 5 minutos. Os autores alcancaram um rendimento (em biodiesel) de 10,7% no grupo
controle, de 18,9% no grupo tratado com ultrassom e de 32,8% no grupo submetido a radiagdo de micro-
ondas. Os autores referem o resultado obtido ao aumento da temperatura que ocorre sob radiacdo de micro-
ondas ser maior que 0 aumento proporcionado pelo processo de sonicacdo, 0 que acarreta a maior ruptura das
células e, consequentemente, maior liberacdo de lipidios para conversao a biodiesel por transesterificacéo.

Lee et al. (2010) compararam cinco métodos de ruptura celular: autoclave (temperatura de 125°C com 1,5
MPa de pressdo por 5 minutos); moinhos de esferas (agitador de esferas a 2800 rpm por 5 minutos); micro-
ondas (temperatura de 100°C e 2450 MHz por 5 minutos); ultrassom (frequéncia de 10 KHz por 5 minutos), e
0 choque osmotico (solucdo 10% de NaCl agitada por um minuto e em repouso por 48 horas). Os autores
observaram que a aplicacdo de micro-ondas foi 0 método que apresentou maior simplicidade, facilidade de
operagdo e eficiéncia na ruptura celular para extracdo de lipidios das espécies de microalgas Botryococcus sp. e
Scenedesmus sp. Entretanto, Prabakaran e Ravindran (2011) citaram o ultrassom (ressonancia de 50 Hz por 15
minutos), como a metodologia mais eficiente de ruptura celular para a extracdo de lipidios de Chlorella quando
comparada ao método de micro-ondas (frequéncia de 2450 MHz a 100°C por 5 minutos).

Wahlen et al., (2011) obtiveram um rendimento lipidico de 14,4%, utilizando ultrassom por 30 segundos e
extracdo de lipidios pelos solventes cloroformio e metanol na proporcéo de 2:1 (v/v), a partir de microalgas
coletadas de uma estacdo de tratamento de esgotos. Este valor é proximo ao obtido neste estudo com o método
de extragdo de lipidios assistida por ultrassom (13,3%), embora os protocolos adotados apresentem diferengas.

Ao se realizar a andlise de custo energético para os dois métodos que apresentaram os melhores resultados
(micro-ondas e eletroflotacdo ndo-convencional), pode-se notar que, embora para a eletroflotacdo ndo-
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convencional tenha sido necessario um tempo de processamento maior que para 0 micro-ondas, houve um
consumo de energia trés vezes menor (tabela 1).

Tabela 1: Valores de consumo energético para os métodos de pré-tratamento mais eficientes.

Pré-tratamento | Tempo de operacao (s) Poténcia Biomassa pré-tratada Consumo
(W) (9) (Wh g™)
Micro-ondas 210 400 15 15,5
EFNC 1200 60 3,6 5,6

Para aplicacdo do método em escala real, é importante considerar algumas questdes, como a facilidade de
operagdo e custos de energia (HALIM et al., 2012), o que, no caso da metodologia de micro-ondas, é uma
desvantagem em relacéo ao reator de eletroflotagdo ndo-convencional por corrente alternada, considerando que
este pode ser facilmente concebido para maiores capacidades, utilizando materiais de baixo custo, como
plastico, acrilico, aco, concreto.

Outro fator importante a ser considerado na producéo de biodiesel a partir de microalgas é o custo com o
cultivo, uma vez que existe um elevado consumo de energia e custos de funcionamento, devido a necessidade
de fontes de luz artificiais em sistemas controlados (CHEN et al., 2011). Neste estudo, foi possivel extrair
quantidades elevadas de lipidios a partir da biomassa produzida com custos extremamente baixos em lagoas de
estabilizacdo tratando esgoto sanitario.

CONCLUSOES

Todos os métodos de pré-tratamento analisados foram aplicaveis a biomassa de microalgas provenientes de
lagoas de estabilizacdo, mostrando a eficiéncia de extragdo de lipidios significativamente mais elevada que o
grupo controle. Deve-se enfatizar que as técnicas de micro-ondas e eletroflotagdo nao-convencional alcangaram
os melhores resultados e ndo apresentaram diferenca estatistica.

No entanto, quando os custos de energia foram considerados, a eletroflotagdo ndo-convencional superou todos
0s outros métodos, mostrando-se uma alternativa promissora para a ruptura das células de microalgas
produzidas tanto em lagoas abertas, como em fotobiorreatores.
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