UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

GUILHERME ARANTES PEDRO

Desenvolvimento de catalisador heterogéneo baseado em biocarvao
para a reagao de transesterificagao direta (in situ) da biomassa de

microalga

Lorena
2023






GUILHERME ARANTES PEDRO

Desenvolvimento de catalisador heterogéneo baseado em biocarvéao para a

reacao de transesterificacao direta (in situ) da biomassa de microalga

Tese apresentada a Escola de Engenharia de
Lorena da Universidade de Sao Paulo para
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias do
Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia
Quimica na area de concentracdo de
Desenvolvimento de Produtos e Processos.

Orientador: Prof. Dr. Messias Borges Silva

Versao Corrigida

Lorena
2023



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO,
PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema Automatizado
da Escola de Engenharia de Lorena,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Pedro, Guilherme Arantes

Desenvolvimento de catalisador heterogéneo
baseado em biocarvao para a reagdo de
transesterificacdo direta (in situ) da biomassa de
microalga / Guilherme Arantes Pedro; orientador

Messias Borges Silva - Versdo Corrigida. - Lorena,
2023.
221 p.

Tese (Doutorado em Ciéncias - Programa de Pés
Graduacgdo em Engenharia Quimica na Area de
Desenvolvimento de Produtos e Processos) — Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade de Sado Paulo.
2023

1. Transesterificacdo in situ. 2. Catalisador
heterogéneo. 3. Biocarvdo. 4. Biodiesel. 5.
Microalgas. I. Titulo. II. Silva, Messias Borges,
orient.




Dedicatoria

Dedico este trabalho aos meus pais,
Edna (in memoriam) e Elcio, a minha esposa
Elis, a minha irm& Gabriela e meu cunhado
Diego, por todo o tempo meu que deles fora
privado, por todo apoio e compreensao pois
sem voceés esse periodo teria sido ainda mais
dificil sem vocés.

E a meu sobrinho, Matias, que veio
ao mundo em 2022 para nos trazer mais
alegria. Que este trabalho possa um dia
trazer um mundo melhor para seu futuro.






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Edna Arantes Pedro e Elcio Aparecido Pedro, pelo amor, apoio e
suporte ao longo desses anos de graduacéao e pos-graduacao.

A minha irma, Gabriela Arantes Pedro, que sempre, de alguma maneira, se fez
presente, me acalentou e incentivou, principalmente apds a morte de nossa mae.
E a seu esposo, meu cunhado, Diego José Dias e seus pais, pela forca e incentivo.

A minha esposa Elis Marina Sampaio Castro, a mais grata surpresa recebida em
tempos da pandemia, pela paciéncia, carinho, companheirismo, amor e pleno
apoio. E a sua familia que carinhosamente me acolheram como parte familia.

Ao meu orientador Prof. Dr. Messias Borges Silva, novamente, pela confianca,

ensinamentos, atengao e por acreditar neste trabalho.

A todos os professores da Escola de Engenharia de Lorena pelas sugestdes,
contribui¢des, aprendizados e analises que fizeram concretizar este trabalho.

A todos os colegas de pds-graduacdo, colegas de laboratério, aluno de IC’s e
estagiarios pelo convivio, ajuda e momentos de descontragdo que tornaram esta

jornada mais leve.

A secretaria do PPGEQ, Ana Beatriz de Carvalho Lourenco, pela atencdo e zelosa
orientagOes a toda burocracia administrativas.

Ao Laboratério de Ficologia do Departamento de Botanica da UFSCAR pelo acesso

as cepas de microalgas e apoio técnico.

A CAPES, pelo apoio financeiro.






RESUMO

PEDRO, G. A. Desenvolvimento de catalisador heterogéneo baseado em
biocarvao para a reacao de transesterificacao direta (in situ) da biomassa de
microalga. 2023. 221p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2023.

Frente aos eventos climaticos extremos, por consequéncia do consumo sem
precedentes de energia fosseis, a busca por fontes alternativas de energia tem
impulsionado a pesquisa por matérias-primas renovaveis para a produgdo de
biocombustiveis. Dentre as novas alternativas, a biomassa de Botryococcus braunii
e Spirulina maxima destacam-se como matéria-prima na geragao de energia limpa.
Neste aspecto, as pesquisas cientificas com microalgas, muitas delas tem
explorado o desenvolvimento de biodiesel por diferentes metodologias buscando
viabilizar o processamento em biorefinarias. Assim, o presente trabalho
desenvolveu um catalisador a base de biocarvao para catalise da transesterificacéo
in situ da biomassa Uumida de microalga para a producao sustentavel de biodiesel
dentro conceito de biorefinarias. Foram produzidos biocarvoes com a biomassa
residual do processo de extracdo de Oleo de microalgas e, também, com a
biomassa de Spirulina maxima (com e sem o pigmento ficocianina). i) Visando o
aumento de porosidade do biocarvdo, foram estudados por planejamento
experimental de Taguchi (L9) os efeitos do ativador, concentracdo do ativador e
temperatura na ativagdo quimica da biomassa de S. maxima. O KOH foi o ativador
que maximizou a area superficial do biocarvdo em 32,57 m2.g™". ii) Preliminarmente,
o poder de catalise do biocarvao impregnado com heteropoliacido de molibdénio foi
analisado na transesterificagdo do 6leo de macauba, 6leo com perfil semelhante ao
de microalgas, explorando os efeitos da concentracdo de impregnacao e o seu
percentual no meio reacional. O estudo, utilizando planejamento fatorial 22 central
rotacional, indicou que: impregnacéao em baixa concentragédo (préximas a 2 mM) e
o catalisador de biocarvdo em percentuais acima de 40% (% m/m 6leo) sao mais
eficazes na conversdo. A melhor conversdo do éleo de macauba foi de 70,23%. iii)
A exploragéo do catalisador de biocarvao na transesterificagdo in situ da biomassa
umida de B. braunii foi realizada por planejamento Box-Behnken analisando os
efeitos do percentual do catalisador, volume de etanol e temperatura do reator. A
maxima conversao em ésteres por transesterificacdo in situ atingiu 89,95%. A
maximizacdo do rendimento massico e da conversao, dada pela otimizacao
estatistica, sugeriu percentual de catalisador de biocarvao em 10% (% m/Mbiomassa),
etanol 55 mL.gbiomassa™ € temperatura em 189°C.

Palavras-chave: Transesterificacdo in situ. Catalisador heterogéneo. Biocarvao.
Biodiesel. Microalgas. Botryococcus braunii. Spirulina maxima. Superficie de
resposta.



ABSTRACT

PEDRO, G. A. Development of biochar-based heterogeneous catalyst for the
direct (in situ) transesterification reaction of microalgae biomass. 2023. 221p.
Thesis (Doctoral of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de
Séo Paulo, Lorena, 2023.

Faced with extreme weather events, as a result of the unprecedented consumption
of fossil energy, the search for alternative energy sources has driven the research
for renewable feedstock for the biofuels production. The Botryococcus braunii and
Spirulina maxima biomass stand out among the new alternatives as feedstock in the
generation of clean energy. In this regard, among scientific research with
microalgae, many of them have explored the development of biodiesel using
different methodologies, seeking to make biorefineries processing feasible. Thus,
the present work developed a biochar-based catalyst to catalyze the in situ
transesterification reaction of wet microalgae biomass for the sustainable production
of biodiesel within the concept of biorefineries. Biochars were produced with the
residual biomass of the microalgae oil extraction process and also with the Spirulina
maxima biomass (with and without the phycocyanin pigment). i) Aiming at increasing
the porosity of the biochar the effects of activator, activator concentration and
temperature on the chemical activation of S. maxima biomass were studied using
the experimental design of Taguchi (L9). KOH was the activator that maximized the
surface area of biochar in 32.57 m2.g™". ii) Preliminarily, the catalytic power of
biochar impregnated with molybdenum heteropolyacid was analyzed in the
transesterification of macauba oil, an oil with a similar profile to that of microalgae
oil, exploring the effects of impregnation concentration and its percentage in the
reaction medium. The study, using a central rotational 22 factorial design, indicated
that: low concentration impregnation (close to 2 mM) and the biochar catalyst in
percentages above 40% (% m/moi)) are more effective in the conversion. The best
oil conversion of macauba oil was 70.23%. iii) The exploration of the biochar catalyst
in the in situ transesterification of the wet biomass of B. braunii was carried out by
Box-Behnken design analyzing the effects of the catalyst percentage, ethanol
volume and reactor temperature. The maximum conversion to esters by in situ
transesterification reached 89.95%. Maximization of mass yield and conversion,
given by statistical optimization, suggested percentage of biochar catalyst at 10%
(% m/mbiomass), €thanol 55 mL/gbiomass and temperature at 189°C.

Keywords: In situ transesterification. Heterogeneous catalyst. Biochar. Biodiesel.
Microalgae. Botryococcus braunii. Spirulina maxima. Response surface.
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1 CONTEXTUALIZACAO E JUSTIFICATIVA

Alternativas de produgcdo de energia, como o biodiesel e bioetanol de
biomassas, que ndao competem com a producao de alimentos e que reduza o
consumo de agua, sdo opg¢oes viaveis de bioenergia para o futuro. Neste cenario,
o cultivo de microalgas e cianobactérias surge como uma alternativa para se
produzir biocombustiveis sem interferir nas demandas globais de agua e energia.

As microalgas e cianobactérias sdo seres microscopicos e crescem em
meios aquaticos, como aguas residuais, aguas contaminadas e aguas salobras, e
que possuem, em condigdes especificas, a capacidade de acumular grandes
quantidades de lipidios (6leo) que podem ser convertidos em biodiesel, ou acumular
carboidratos (acucares) que podem ser convertidos em bioetanol, ou ainda,
produzir compostos de alto valor agregado como pigmentos e farmacos
(dependendo da espécie). No entanto, a produgdo de biocombustiveis de
microalgas ainda permanece em escala laboratorial devido a desafios de aumento
de produtividade e otimizacdo das etapas de downstream (colheita, secagem,
extracdo e conversao das fracées da microalga em biocombustiveis). Assim, a
viabilidade e sustentabilidade de uma biorefinaria de microalgas parece depender
do desenvolvimento bem-sucedido dos processos de downstream (COELHO etal.,
2019).

Neste contexto, o grupo de pesquisa do Laboratério de Engenharia de
Microalgas (LEM) da Escola de Engenharia de Lorena (EEL) vem estudando novas
maneiras de melhorar o cultivo de microalgas e cianobactérias: fotobiorreatores
diferenciados (AMARAL et al.,, 2020a; BREDDA et al.,, 2016), iluminacdo em
diferentes comprimentos de onda (AMARAL et al., 2016, 2020b), meio de cultivos
modificados (AMARAL et al., 2016; BREDDA et al., 2016, 2019; LOURES, 2016;
PEREIRA et al., 2018a), e fitorremediacao de efluentes (DOS SANTOS et al., 2022;
TAGLIAFERRO et al., 2019). Além disso, novos métodos de extracao de lipidios
(BREDDA et al., 2016; ZORN et al., 2022a, 2017), producao de biodiesel (PEDRO
et al., 2021) e o pioneirismo na produgcdo de biocarvao por esta pesquisa de
doutorado. Além destes, outros compostos de elevado valor agregado como

pigmentos, quimicos de uso farmacéutico e cosméticos também podem ser obtidos.
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Na producao de biodiesel de microalgas, embora a qualidade do biodiesel
atenda as especificagbes exigidas por agéncias regulamentadoras (ANP no Brasil)
para uso como biocombustivel, o processo ainda apresenta elevado custo de
producao. Entretanto, a producao do biodiesel de microalgas pode ser viabilizada
por meio da simplificacdo das etapas de operagdes unitarias como, por exemplo, o
processamento direto (in situ) da biomassa em reatores e uso de catalisadores
heterogéneos.

Visando aprimorar a producao de biodiesel de microalgas, este trabalho
buscou o desenvolvimento de um catalisador heterogéneo, baseado em biocarvao
(BC) de cianobactéria e biomassa residual da extracao de 6leo, para o processo de
reacdo de transesterificacdo in situ (TEIS) da biomassa de microalga. Tanto a
biomassa para a producao de biodiesel quanto a biomassa para a produgéo de BC
sdo oriundas de diferentes espécies (Botryococcus braunii € Spirulina maxima,
respectivamente) tornando o processo de producdo de biodiesel ainda mais
sustentavel.

A cianobactéria S. maxima tem por caracteristica sintetizar ficocianina, um
pigmento fotossintético, que possui alto valor agregado e aplicacao comercial, e,
portanto, a sua exploragdo é bem vista no conceito de biorefinarias. Porém, o
desmembramento dos varios compostos, como a prépria ficocianina, geraria como
subproduto uma biomassa rica em proteina (de baixo valor agregado), que seria
destinada a producao de rac¢ao animal. Entretanto, esta biomassa residual pode ser
convertida em BC (de maior valor agregado) que possui maior aplicagao comercial
devido a sua alta capacidade de adsorcdo, assim, permitindo a sua exploragcédo
como suporte para um catalisador (catalisador heterogéneo). Em razao disto, a
cianobactéria S. maxima foi utilizada como fonte de biomassa para a producao do
BC neste trabalho. A preparacgao do catalisador pode ser feita pela ativacao quimica
do BC e por impregnacéao do catalisador (sais metdlicos e heteropoliacidos) no BC.

A microalga B. braunii, por sua vez, foi usada como fonte de biomassa para
a producao de biodiesel. A microalga do género Botryococcus, além de conter
pigmentos como clorofilas a e b, e luteina (carotenoide), € considerada uma
potencial fonte renovavel e sustentavel para aplicagdes industriais, devido a sua
capacidade de produzir grandes quantidades de (exo-) polissacarideos e lipidios,
principalmente hidrocarbonetos (BLIFERNEZ-KLASSEN et al., 2018) e, apesar
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disso, sdo escassos os estudos referentes TEIS de catélise heterogénea utilizando
a microalga B. braunii, bem como a TEIS dessa biomassa umida.

Este trabalho apresenta com a proposta de desenvolver um catalisador
sustentavel a partir do BC de S. maxima, espécie que ainda é inexplorada na
aplicacao como suporte catalitico, além da existente lacuna na exploracao da
reacéo de TEIS heterogénea da biomassa umida de B. braunii.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver um
catalisador heterogéneo a base de BC de cianobactéria (heteropoliacido
suportando em BC) para aperfeicoar a reacéo de TEIS da biomassa de microalga
tendo em vista a producdo sustentavel de biodiesel dentro do conceito de
biorefinarias.
2.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos seguiram as seguintes etapas:
|._Producéo da biomassa. As cepas de B. braunii e S. maxima foram adquiridas e

propagadas em fotobiorreatores de maior volume como forma de produzir as
biomassas utilizadas no projeto. Nesta etapa, foram realizados estudos paralelos
no cultivo da S. maxima buscando a troca de fontes alternativas de nutrientes
(ureia, acetato de sédio e chorume). Por nao fazer parte do escopo original deste
projeto, o estudo foi definido como APENDICE A.

[I.Pirdlise, ativacdo, impregnacdo, caraterizacdo e selecdo do BC de S. maxima.

Propondo a utilizagdo do BC como suporte catalitico, a biomassa da cianobactéria
S. maxima foi submetida ao processo de pirélise para a obtencdo do BC. Nesta
etapa, diferentes amostras do BC foram submetidas a oxidacédo por H202 e HNO3
e impregnagao por cloreto metalico e heteropolidcido (HPA). Delineando a melhora
de porosidade do BC, tratativas de ativacdo por KOH, H3POs4 e ZnClz, foram
estudadas a parte por planejamento L9 de Taguchi. As caracteristicas morfol6gicas
e estruturais dos catalisadores sintetizados foram determinadas.

[ll._Analisar a adequac&o do uso do catalisador de BC na sintese de biodiesel. Os

catalisadores de BC foram analisados por meio da esterificacdo do 4cido palmitico.
Nesta etapa do trabalho, foram estabelecidos a atividade catalitica dos
catalisadores heterogéneos suportados (impregnados) em BCs. Posteriormente,
foram explorados a concentracdo de impregnacdo do BC e o percentual do
catalisador de BC através do estudo da reacao de transesterificacao (TE) do 6leo
de macauba por planejamento fatorial composto central rotacional 22.

IV.Explorar o processo in situ utilizando o catalisador heterogéneo proposto. Foram

estudadas as condigdes que maximizasse a reacdo da TEIS heterogénea da
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biomassa Umida de B. braunii em termos de conversao e rendimento em massa de

esteres. Foram realizados ensaios conforme o planejamento experimental de Box-

Behnken e determinacao da superficie de resposta.
A Figura 1 apresenta o fluxograma de trabalho com os objetivos

especificos, informando o planejamento experimental utilizado e as variaveis

estudadas em cada caso.

Figura 1 — Fluxograma das etapas de trabalho do desenvolvimento do catalisador de BC e

planejamentos experimentais e variaveis estudadas.
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Inicialmente, foram realizados os cultivos das espécies de microalgas e sua

adaptacao a propagacédo em fotobiorreatores de maior volume. A adaptacéo foi

necessaria pois algumas adversidades durante o crescimento foram encontradas.

As consideragdes e estudos sao apresentados no APENDICE A. Nesta etapa

paralela do projeto, buscou-se fontes alternativas de nutrientes para o crescimento
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da S. maxima que pudessem reduzir o custo de producédo da sua biomassa bem
como utilizar o chorume como nutriente e mitigar o impacto causado pelo poluente.

Partiu-se entdo para a pirélise da biomassa de S. maxima e obtencao do
BC. A selecao do suporte a base de carvao foi realizada juntamente com o estudo
da ativagdo quimica, pois percebeu-se a necessidade de investigar melhorias na
porosidade do BC. Assim, fez-se entdo o estudo da ativagdo quimica por trés tipo
de agentes ativadores utilizando a matriz experimental L9 de Taguchi com o
objetivo de avaliar qual ativador, concentragdo do ativador e temperatura de pré-
tratamento resultava em maior porosidade do BC. Ja a selecao do suporte de BC
foi realizada através de uma série de reacdes de esterificacdo do acido palmitico a
fim de avaliar a atividade catalitica do catalisador heterogéneo preparado com o
BC. Nesta etapa foram testadas concentracdes de impregnacao do catalisador no
BC, métodos de impregnacao do catalisador e tratamento oxidativo dos BCs que
trouxessem a maior conversdao do acido palmitico, um precursor do biodiesel
facilmente quantificavel por titulagdo acido-base. Também foram testados outros
carvbes como controle.

Subsequentemente, com base nos resultados obtidos na selecao do
suporte, o estudo preliminar da TE heterogénea com o 6leo de macauba utilizou o
planejamento fatorial composto central rotacional 22 com repeticdes no ponto
central com o objetivo de avaliar a concentracdo do catalisador no processo de
impregnacgao do BC e o percentual do catalisador (BC impregnado) na reacao de
transesterificagdo do 6leo de macauba, um éleo semelhante ao de microalgas
também conhecido pelo alto indice de acidez.

Com a interpretacdo necessaria para a boa utilizagdo do catalisador
heterogéneo de BC, realizou-se um estudo de exploragdo no uso do catalisador
heterogéneo proposto na TEIS da biomassa umida da microalga B. braunii. Neste
estudo de exploragédo foi utilizado o planejamento Box-Behnken 23 com o objetivo
de determinar os melhores ajustes do percentual do catalisador de BC no meio
reacional, da raz&o etanol/biomassa e da temperatura de trabalho do reator para o
melhor rendimento em massa e 6leo convertido.

De posse dos resultados, foi possivel discutir os resultados e assim obter
dados conclusivos do desenvolvimento do catalisador heterogéneo baseado em BC
na reacao de TEIS.
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3 REVISAO DA LITERATURA

As alteracOes climaticas sao atribuidas as emissdes de gases de efeito
estufa, sendo o CO2 um dos principais gases responsaveis. E com a rapida e
continua industrializagcao, urbanizacao e automacéao; e modelo de desenvolvimento
de “alto consumo de energia, alta poluigao, e altas emissdes”; levou a um aumento
sem precedentes no consumo de energias fésseis e ao aumento da deterioragao
ambiental devido a poluicdo e emissao de gases de efeito estufa no planeta (DA
et al., 2019; PATRA et al., 2021). Devido ao consumo de energia organica nao
renovavel (carvao e petrdleo), a concentracdo de CO2 na atmosfera (Figura 2),
aumentou de 284ppm em 1850 para 409ppm em 2018, ou seja, um aumento de
44% em 138 anos (PATRA et al., 2021).

Figura 2 - Concentracao atmosférica global de CO. ao longo dos anos.
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Fonte: traduzido de PATRA et al. (2021)

E indiscutivel que as atividades humanas estdo causando mudanca
climatica, com eventos climaticos cada vez mais extremos, incluindo ondas de
calor, chuvas fortes e secas mais frequentes e severas (UNFCCC, 2022). A
mudanga climdtica ja afeta todas regides da terra, de varias maneiras, e as
mudancas tendem a aumentar com 0 aquecimento, por isso a rapida, forte e
sustentada reducdo em CO2, metano e outros gases de efeito estufa séo
necessarias para limitar o aquecimento global (UNFCCC, 2022). Reconhecer que

as atividades humanas tem papel nas mudancgas climaticas do planeta é questéo
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prioritaria para que busquemos por fontes de energia alternativas sustentaveis
como forma da reducao da emissao de carbono.

A producao de energia renovavel se tornou uma via de pesquisa inevitavel
entre os paises para atender a demanda de energia e simultaneamente reduzir a
emissao de gases de efeito estufa a partir da queima de combustiveis fosseis
convencionais (SEKAR et al., 2021).

Atualmente, as principais e mais difundidas fontes alternativas de energia
renovaveis sao fontes de energia inorganica, como edlica, solar e hidroeletricidade,
e fontes de energia organica, como os biocombustiveis. Aravind et al. (2020) aponta
que, apesar de serem energias renovaveis e de terem potencial para suprir as
demandas energéticas mundiais, as fontes de energia inorganicas tem grandes
desvantagens ou impactos ambientais e sociais como demonstrado no Quadro 1.

Altos custos de construcdo e manutencao, sazonalidade e distribuicao
desigual das fontes, impactos sociais e ambientais sdo apontados como principais
contras na producgao de energia renovavel inorganica (Quadro 1).

Por outro lado, a energia organica renovavel (bioenergia) refere-se a
energia obtida de organismos vivos como a biomassa, matéria-prima organica
derivada de material vegetal, direta ou indiretamente, resultante da fotossintese
(ARAVIND et al., 2020). As biomassas comumente usadas para producédo de
energia incluem uma grande variedade de residuos organicos, residuos agricolas,
residuos alimentares, residuos sélidos urbanos, lodos de esgoto, esterco de gado,
residuos verdes municipais (biomassa lignocelulésica) e culturas com finalidade
energética (ARAVIND et al., 2020; PATRA et al., 2021).

O processamento quimico, bioquimico ou termoquimico da biomassa
resulta em uma variedade de biocombustiveis para geragao de bioenergia, como
bioetanol, biobutanol, biodiesel, biogas, biohidrogénio, biocarvao, bio-éleo e gas de
sintese (SEKAR et al.,, 2021). Dentre os biocombustiveis citados, o biodiesel é
apontado como a solugdo mais promissora de energia renovavel de longo prazo
devido a sua compatibilidade de mistura com o diesel; logo, sua utilizagao requer
apenas pequenos ajustes no motor, e a sua produgao que requer processos com
pouco impacto ambiental (NGUYEN et al., 2021; OREGE et al., 2022).
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Quadro 1 - Fontes de energia inorganica renovavel e suas principais desvantagens.

Fontes de energia Desvantagens

inorganica renovaveis

- Alto custo de instalagao;

- Elevado custo de fabricagcdo por usar metais raros
_ (telurio, prata e indio);

Energia Solar B
- Manutencéo constante;

- Nao uniformidade de distribuicdo de radiacao solarem

algumas areas da Terra

o - N&o confiavel devido a distribuicao desigual e sazonal
Energia Edlica
dos ventos

Na constru¢ao das barragens:

- Perturba o equilibrio ecoldgico local;
_ o - Eroséao do solo;

Hidroeletricidade _
- Inundacéo de vales;

- Deslocamento em massa de pessoas locais causando

problemas sociais

Fonte: (ARAVIND et al., 2020).

Apesar de haver debate sobre matéria-prima, sustentabilidade e
lucratividade, ha um consenso de que os biocombustiveis podem reduzir as
emissOes de gases de efeito estufa e trazer beneficios socioeconébmicos (ARAVIND
et al., 2020). Em especial, as microalgas surgem como potencial candidata a
matéria-prima na geragdo de energia limpa, sustentavel, de acesso universal e
capaz de aumentar a matriz energética global, conforme definido pelo 7° Objetivo
de Desenvolvimento Sustentavel da ONU (ONU, 2023). Em 2020, as microalgas
contribuiram com 6,8% da energia mundial como uma fonte de energia promissora
para producao de biocombustiveis (RUSSELL; RODRIGUEZ; YASEEN, 2022).

As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos unicelulares ou
multicelulares que requerem apenas luz, agua, CO2 e nutrientes suficientes para o
crescimento que sdo acessiveis em meio de cultura ou aguas residuais, logo, seus
habitats estdo confinados a um ambiente aquético, e suas funcdes ecoldgicas sao
de grande importancia, pois sao um dos principais produtores de oxigénio
atmosférico (equivalem a 40% do Oz de nosso ecossistema) (KIM et al., 2022; LEE
et al., 2022)



24

As microalgas tem crescimento rapido e um curto ciclo de vida (por alguns
dias) o que resulta em alta taxa de producdo de biomassa e que contém
principalmente carboidratos, proteinas, gorduras, cinzas, agua e, particularmente,
pouca ou nenhuma lignina (LAW et al., 2022). Além disso, as microalgas diferem
das plantas superiores por nao terem folhas, caules ou raizes (LEE; KWON; PARK,
2019). O baixo teor de lignina € uma vantagem sob as biomassas lignocelulésicas,
pois o pré-tratamento requerido para as microalgas é simplificado em comparagao
com as biomassas lignocelulésicas com alto teor de lignina e estrutura fibrosa.
(LAW et al., 2022).

O alto teor de lipidios e a excelente capacidade de fixagdo de CO2 das
microalgas por fotossintese tornaram o biodiesel procedente dos lipidios de
microalgas um promissor combustivel neutro em carbono (KIM et al., 2022). Além
disso, o CO2 atmosférico pode ser usado como fonte de carbono na producao de
alta concentragéo de biomassa com alto teor de lipidios (ZORN et al., 2020), onde
cerca de 1,83 kg de CO: é convertido em 1 kg de biomassa seca de microalgas em
condicdes ideais (KARPAGAM; JAWAHARRAJ; GNANAM, 2021).

As microalgas podem ser empregadas para fixar CO2 existente em gases
de combustdo de usinas de energia ou outras fontes de emissdo (KARPAGAM,;
JAWAHARRAJ; GNANAM, 2021). Os cultivos de microalgas como biorremediagcéo
de poluentes também merece destaque, Nie et al. (2020) relatam que as microalgas
utiizam mecanismos de biodegradacdo, bioadsor¢do e bioacumulagao para
remover pesticidas, resultando no duplo beneficio de tratamento de dguas residuais
e producao de bioprodutos a partir da biomassa.

As microalgas tém sido vistas como matéria-prima para producido de
biocombustiveis de terceira geragéo, o que significa que sao usadas para melhorar
o desempenho de biocombustiveis processados a partir de matéria-prima existente
(ARAVIND et al, 2020). No entanto, Kim et al. (2022) afirmam que a
comercializagao do biodiesel de microalgas ainda ndo € realizada devido ao
processo de cultivo, pré-tratamento da biomassa e conversdo serem caros e
intensivos no uso de energia quando comparados a producao de biodiesel de 12
geracdo. Segundo o autor, o desenvolvimento de biodiesel de microalgas surgiu
nas ultimas duas décadas, mas os estudos tem focado principalmente na
conversao de lipidios usando processos ja estabelecidos na produgéo de biodiesel
de 12 geracao. Portanto, a producao de biodiesel de microalgas deve ter processos
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independentes dos ja estabelecidos e desenvolvimento de tecnologias e
processamentos proprios. Ainda assim, com base nos padrbes de qualidade
brasileiros, norte-americanos e europeus, o biodiesel de microalgas é promissor em
relacéo ao biodiesel de éleo de soja (ZORN et al., 2020).

Segundo Dassey et al. (2014) os maiores custos sado atribuidos aos
nutrientes, colheita da biomassa e extragcéo de lipidios, assim, pequenas melhorias
de energia nesses processos podem resultar em balango energético positivo e
melhorar esse cenario, como desenvolvimento tecnolégico em melhoria de cultivo
e agregacado de valor a biomassa. Desenvolvimentos, como a utilizacdo de
consércios (liqguens) de microalgas com espécies fungicas realizadas por Zorn et
al. (2022a), podem melhorar o balangco energético da aplicacdo industrial. Como
aponta os autores, as estruturas de liquen produzida sao facilmente recuperadas,
que representa colheita de baixo custo, fornece biomassa oleaginosa com alta
concentracao de lipidios, além de ser uma alternativa eficiente de biorremediacéo.

Os recentes avangos na producgao de biodiesel estdo sendo direcionados a
valorizacdo dos subprodutos para custear o custo de producdo associado, iSso
inclui transformar a biomassa residual e o glicerol em produtos alternativos
(OREGE et al., 2022). Dassey et al., (2014) dissertam que, considerando um
cenario conservador de produtividade continua de microalgas de 15g.m2.dia' com
concentragao de lipidios de 20%, nas atuais condigdes tecnoldgicas de produgao
de biodiesel, estima-se que a energia consumida na producao do biodiesel supera
em 374% da energia extraida do préprio biodiesel, ou seja, um balango de energia
negativo. No entanto, os proprios autores afirmam que pequenos aumentos nas
produtividades de biomassa (17g m2.dia™') e teor de lipidios (25%) sdo suficientes
para tornar o balango energético mais favoravel e que, também, esse desequilibrio
energético pode ser superado com a incorporacédo de processos de valor agregado
(como as biorefinarias). Segundo os autores, a simples producédo da biomassa a
partir de aguas residuais (tratamento de efluentes) e produgdo de biogas por
digestdao anaerébica da biomassa residual (pds extracao do 6leo) permite um
excedente energético de 13,2%.

Além dos lipidios, as microalgas contém carboidratos, proteinas e outros
compostos organicos produzidos metabolicamente. Para transformar os residuos
sélidos em produtos de valor agregado, processos biolégicos/quimicos ja
estabelecidos para conversao de biomassa também podem ser usados, como
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fermentacgéo, pirdlise, gaseificacao, liquefagao hidrotermal, combustao e digestao
anaerobica e outros processos biolégicos/quimicos (KIM et al., 2022; OREGE et
al.,, 2022). Portanto, converter todas as fracdes organicas de microalgas em
produtos de valor agregado é de grande importancia para tornar as microalgas uma
matéria-prima mais promissora para biorefinarias (KIM et al.,, 2022) e assim
promover a economia circular para o0 processamento de biodiesel e
sustentabilidade do processo (OREGE et al., 2022).

Portanto, apesar do grande potencial de aplicacédo, a industrializacdo da
cultura e valorizagcao de microalgas ainda tem desafios remanescentes na escala
de cultivo, colheita e extracdo de moléculas alvo (LAW et al., 2022). Para Nitsos et
al. (2020), embora um numero significativo de pesquisas sobre a valorizagao de
microalgas tenham sido feitas, nao podem ser consideradas exaustivas. Os autores
ainda completam que o grande numero de espécies de microalgas disponiveis (e
ainda inexploradas) combinado com a diversidade de métodos de processamento
pds-colheita requer esforgo ainda maior de pesquisa e otimizagdo. Portanto,
existem diversas oportunidades de pesquisas e exploracdo da economia circular
para o aproveitamento total da biomassa através do conceito de biorefinaria (alta
gama de bioprodutos produzidos) e do ganho com a biorremediagéo e tratamento
de poluentes.

3.1 Microalgas

As microalgas (fitoplancton) sdo um conjunto diversificado de organismos
fotossintéticos predominantemente aquaticos, unicelulares, multicelulares ou
formas coloniais, encontrado na atmosfera, no topo de montanhas ou a 200-300m
abaixo do oceano (LEVINE, 2018). As microalgas sao evolutivamente diversas,
ocupando os dominios de eucariotos e bactérias, incluindo Cianobactérias (algas
verdes-azuladas), Charophyta (chara), Chlorophyta (verde), Rhodophyta
(vermelha), Ochrophyta (marrom), Glaucophyta, Euglenophyta, Cryptophyta,
Chrysophyta, Bacillariophyceae (diatomaceas) e Dinophyceae (dinoflagelados); e
ao longo da evolucao ocuparam uma variedade nichos ecolégicos: plancténicos
(crescem na agua), bentbnico (cresce na areia, terra, solo), epifito (cresce em
outras algas, ervas marinhas e arvores), simbiose com fungos e invertebrados, e

parasitas em casos raros (LEVINE, 2018).
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Microalgas sao encontradas em todo o mundo (TOMASELLI, 2004). Apesar
do numero total de microalgas descritas, cerca de 4100 espécies, é provavel que
apenas algumas centenas de espécies tenham sido exaustivamente investigadas,
das quais apenas algumas dezenas estao totalmente compreendidas com seu

potencial nutricional, sanitario, patogénico ou comercial (LEVINE, 2018).

3.1.1 Sistemas de cultivos em larga escala

Com base nas diferentes rotas metabdlicas, as microalgas podem ser
cultivadas em sistemas: i) Fotoautotréfico, uso da luz (fotossintese) e CO2 como
fonte de energia e fonte de carbono, respectivamente; ii) Heterotrofico, uso de
substratos organicos como fonte de energia e carbono; e iii) Mixotréfico, uso da luz
como principal fonte de energia mas os compostos organicos e CO2 sao também
séo essenciais (MORENO-GARCIA et al., 2017).

Em geral, a produgédo de biomassa em larga escala envolve o cultivo em
sistemas de meio aquatico. Esses sistemas de cultivo podem ser: i) natural, corpos
de agua naturais que incluem tanques, lagoas e lagos; e ii) artificiais, principalmente
fotobiorreatores de diferentes formas (placa, tubular ou coluna) (ADENIYI,
AZIMOV; BURLUKA, 2018). Ainda, as microalgas podem ser cultivadas tanto em
sistemas abertos quanto sistemas fechados (Figura 3). O sistema aberto se refere
ao tanque aberto exposto ao meio ambiente e configurados de varias maneiras
como raceway (Figura 3 a) e lagoas abertas circulares (MORENO-GARCIA et al.,
2017). Por outro lado, os sistemas fechados sao chamados fotobiorreatores e,
também, configurado de diversas maneiras como fotobiorreatores tubulares (Figura
3 d), colunares (de bolhas ou airlift, Figura 3 c), placas planas (Figura 3 d) e
membrana (MORENO-GARCIA et al., 2017).

Ambos sistemas, abertos ou fechados, apresentam vantagens e
desvantagens. Sistemas abertos como as raceways geralmente requerem menor
investimento inicial e sdo de facil operacdo, no entanto, sdo mais suscetiveis a
contaminagdes e evaporacao da agua (MORENO-GARCIA et al., 2017). Os
sistemas fechados tem custos adicionais com iluminacao e alimentacao de COz(ou
bombeamento de ar atmosférico), porém sao mais faceis de controlar e menor
ocorréncia de contaminacdes (MORENO-GARCIA et al., 2017). O fotobiorreator
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ideal irAd depender de fatores como iluminacdo e espaco disponivel, carga de

trabalho e altura do fotobiorreator, por exemplo.

Figura 3 - Principais fotobiorreatores para cultivo de microalgas em larga escala: (a)

raceway, (b) placas planas, (c) coluna de bolhas e (d) tubular.

Fonte: BITOG et al. (2011)

O meio de cultivo fotossintético em larga escala requer luz, agua (entre
20°C a 30°C), COz, e elementos inorganicos essenciais como nitrogénio (N), fésforo
(P), ferro e silicio em alguns casos (CHISTI, 2007). Conforme a sua origem, cada
espécie tem necessidades diferentes destes nutrientes essenciais. Neste trabalho
foram utilizadas duas espécies diferentes e suas caracteristicas, bem como o meio

de cultivo, sdo abordados no item 3.1.2 e 3.1.3.

3.1.2 Botryococcus braunii

A microalga B. braunii (Figura 4) € uma microalga plancténica, unicelular,
verde (Chlorophyta), colonial e, exclusivamente entre as microalgas, a B. braunii
sintetiza e secreta grandes quantidades de hidrocarbonetos de cadeia longa (C20
- C40) que podem ser tratados posteriormente para gerar gasolina, diesel e
combustivel de aviacao ou 6leo de lubrificacdo (COOK et al., 2017). Por esta razao,
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este género de microalga tem atraido interesse como potencial fonte de

biocombustiveis.

Figura 4 - Microfotografia de células da microalga B. braunii (ampliacao de 10x).
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Fonte: Proprio autor

Esta microalga que tem chamado a atencdo devido a sua capacidade de

acumular grandes teores de lipidios (de 25% a 75% de sua massa seca), como

pode ser comparado com algumas microalgas na Tabela 1, onde as microalgas que

mais se aproximam em termos de producdo lipidica sdo as espécies

Nannochloropsis sp. e Schizochytrium sp. Além disto, a sua biomassa pode conter

varios tipos de hidrocarbonetos, acidos graxos, triacilglicerois, esteréis e pigmentos
como carotenoides e clorofilas (BLIFERNEZ-KLASSEN et al., 2018; ISHIMATSU et

al., 2012).

Tabela 1 - Percentual de 6leo em algumas espécies de microalgas.

Microalga Teor de dleo (% massa seca)
Botryococcus braunii 25-75
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 oleocabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricormutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: Traduzido de Chisti (2007)

Cepas selvagens de B Braunii diferem no tipo de hidrocarbonetos que

sintetizam e acumulam. Segundo Ishimatsu et al. (2012) e Metzger et al.(2005),
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essa microalga é subclassificada em trés racas quimicas (A, B e L) de acordo com
as estruturas de hidrocarbonetos produzidos: (A) n-alcadienos e/ou trienos com
nuamero impar de carbono e seus derivados séo sintetizados pela raca A, (B)
triterpenos especificos de CnHa2n-10 (n=30-37), chamados botryococcenes,
triterpendides e esqualenos metilados que séo sintetizados pela raga B, (L) e
tetraterpeno chamado licopadieno que é sintetizado pela raga L.

A microalga B. braunii tem uma caracteristica notavel de desenvolver
"floracdes" na superficie de aguas agitadas, que consiste em uma massa flutuante
de colbnias ricas em éleo (METZGER; LARGEAU; CASADEVALL, 1991). Essas
colénias aparecem como aglomerados de células com tamanho aproximado de
1mm, e os varios grupos podem ser anexados um ao outro (BLACKBURN, 1936).
Em especifico, as células possuem formato piriforme (formato de pera) de tamanho
de 13 ym x 7 uym e sao embebidas em uma matriz impregnada por um oleo
excretados das células (METZGER; LARGEAU; CASADEVALL, 1991). Ainda, nas
células envelhecidas, os cloroplastos exibem grdo de amido, uma caracteristica
tipica de cloroficeas, e o citoplasma € invadido por inclusdes lipidicas. A microalga
B. braunii, também, sintetiza polissacarideos extracelulares formando um invélucro
em torno de suas colbnias, 0 que limita a extracdo de hidrocarbonetos dessa
microalga (TSUTSUMI et al., 2018). Assim, a maior parte dos lipidios estao
localizados nas paredes externa que circundam a parte basal das células e
constroem a matriz das colénias (METZGER; LARGEAU; CASADEVALL, 1991).

Esses lipidios externos podem ser facilmente extraidos a partir da
biomassa seca com hexano e o éleo apresenta uma cor amarelo a vermelho, as
vezes acastanhado, como pode ser visto no esquema da Figura 5 adaptada de
Metzger et al.(1991). No entanto a recuperacdo dos lipidios nas membranas e
inclusdes citoplasmaticas exige uma extracdo mais longa com cloroférmio e
metanol. Segundo Metzger et al. (1991), uma extracdo adicional por cloroférmio
realizada entre os tratamentos com hexano e CHCIs-MeOH, fornece um material
emborrachado (Figura 5).

Como visto, a biomassa de B. braunii tem um grande potencial para a
producéao de varios produtos de interesse comercial (6leos e pigmentos), bem como
utilizacédo dos subprodutos advindos do processamento da biomassa (carboidratos
proteinas). Por sintetizar grandes quantidades de lipidios, o cultivo comercial de B.
braunii a torna uma microalga de interesse para a produgao de biodiesel microalgal.
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Figura 5 - Procedimento de isolamento de lipidios e lipidios macromoleculares de B.
braunii.
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Fonte: Traduzido de Metzger; Largeau; Casadevall (1991)

3.1.2.1 Meio de cultivo da B. braunii

A microalga B. braunii € uma espécie encontrada em todos continentes de
zonas temperadas e tropicais habitando lagos de agua doce, salobra e salina,
reservatérios e pogas (METZGER; LARGEAU; CASADEVALL, 1991). Em geral, o
meio de cultivo para as microalgas de agua doce verde-amarelas € o meio
desenvolvido por Guillard e Lorenzen (1972), denominado meio Wright's
Cryptophyte (WC) com pH neutro. A composigdo do meio WC é apresentada na
Tabela 2.

O meio de cultivo WC apresenta nutrientes essenciais ao crescimento
celular desta espécie de microalga e s&o divididos entre macro e micronutrientes
Os micronutrientes, como os ions metais em quantidades de tragos e vitaminas,
participam das atividades enzimaticas da célula, enquanto os macronutrientes
como carbono, nitrogénio, fésforo e potassio, por exemplo, apresentam fungdes
como a de constituir a estrutura de biomoléculas, membranas e meio intracelular
(LOURENGO, 2006).

Em comparagdo com o meio BBM (Bold’s Basal medium), meio de cultivo
para microalgas de agua doce verdes (clorofitas), no meio WC a concentragao de
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nitrogénio é trés vezes menor e a concentracao de fésforo € trinta e quatro vezes
menor (MENEZES et al., 2016). Esta diferenca entre os meios de cultivos tem
efeitos sob a produtividade de biomassa, concentracdo em clorofila e carotenoides
da biomassa cultivada. Menezes et al. (2016) estudou a influéncia destes dois
meios de cultivo na producdo de biomassa, acidos graxos e a composi¢cao dos
pigmentos para a microalga Choricystis minor. Segundo o autor, o meio BBM
forneceu maior produtividade em células e cerca de duas vezes mais a
concentracao de carotenoides e clorofila, porém o meio WC permitiu um rendimento
maior em ésteres metilico (biodiesel metilico) com ésteres de acidos graxos

similares ao gerados por 6leo de soja.

Tabela 2 - Composicao padrao do meio de cultivo WC.

Composto mg.L™"
CaCl2.2H20 36,76
MgSQ04.7H20 36,97
Macronutrientes NaHCOs 12,6
KaHPO4 8,71
NaNOs 85,01
NaSiOs.9 H20 28,42
Na EDTA 4,36
FeCls.6H20 3,15
CuS04.5H20 0,01
Micronutrientes ZnS04.7H.0 0,022
CoCl2.6H20 0,01
MnCl2.4H20 0,18
NazMoOs4. 2H20 0,006
HsBOs 1,0
Tiamina (B1) 0,1
Vitaminas Biotina (B7) 0,05

Cianocobalamina (B12) 0,05

Fonte: Guillard e Lorenzen (1972)

3.1.3 Spirulina maxima

A S. maxima (Figura 6) faz parte de um grupo de cianobactérias verdes-
azuladas multicelulares (tricomas) e filamentosas que ganharam popularidade
como complemento alimentar por seu alto conteudo de macro e micro nutrientes
como proteinas e vitaminas (KUMAR; MOHANTY; YASHASWINI, 2018;
USHARANI; SARANRAJ; KANCHANA, 2012). As cianobactérias do género

Spirulina sdo uma das biomassas alimentares mais vendidas atualmente, por
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serem uma das primeiras algas produzidas em larga escala de maneira
economicamente viavel (BHALAMURUGAN; VALERIE; MARK, 2018; SOUZA et
al., 2015).

Figura 6 - Microfotografia de células da cianobactéria S. maxima (ampliacao de 10x).

Fonte: Proprio autor

Embora essa cianobactéria tenha por caracteristica conter baixas
quantidades de lipidios, a biomassa de S. maxima possui um grande percentual de
proteinas (60% a 70%), fator de interesse para o processo de pirélise da biomassa
(SIMAO et al., 2018). Por pirdlise, a biomassa desta cianobactéria resulta em
biocarvao (BC) de propriedades semelhante ao da biomassa lignoceluldsica, porém
requer temperatura de pirélise mais branda, cerca de 350°C comparados aos 900°C
para a biomassa lignocelulésica (CHAIWONG et al., 2012). Por ter um cultivo ja
consolidado e pelo BC equivalente ao BC lignocelulésico, este género cianobactéria
torna-se uma candidata viavel a produgéo de BC.

Além do potencial de produgéo de BC, a biomassa de S. maxima é uma
notavel fonte natural de corantes alimenticios como clorofila, carotenoide e
ficocianina, que sdo compostos responsaveis pela captacdo de luz no ciclo da
fotossintese (SILVEIRA et al., 2007; TAVANANDI; RAGHAVARAOQO, 2019). Além da
aplicagdo alimenticia da biomassa, a ficocianina, uma ficobiliproteina (proteina
fotossintética) de cor azulada responsavel por captar cerca de 50% da luz em algas
verde azuladas, tem aplicacbes farmacéuticas e cosméticas pois apresenta
propriedades neuroprotetora, hepatoprotetora, anti-inflamatéria e antioxidante
(TAVANANDI et al., 2018).

Como visto, a biomassa de cianobactérias também possui um grande
potencial para a producao de uma ampla gama de produtos, bem como utilizacao
dos subprodutos advindos do processamento da biomassa. Por sintetizar tais
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pigmentos de alto valor de mercado, e do BC com propriedades semelhantes ao
BC lignocelulésico, a otimizagdo das condigdes de cultivos maximiza a produgéo
destes bioprodutos, reduzindo o custo de producao da biomassa de S. maxima.

3.1.3.1 Meio de cultivo da S. maxima

As espécies de Spirulinas sdo naturalmente encontradas em regides
tropicais habitando lagos alcalinos (pH 8 -11) com alta concentragdo de NaCl e ions
carbonato e bicarbonatos (KARSSA; PAPINI; KASAN, 2018; USHARANI;
SARANRAJ; KANCHANA, 2012). Desta maneira, o cultivo de Spirulina requer um
suprimento continuo de ions bicarbonato em meio de alta alcalinidade. Atualmente,
o meio de cultivo desenvolvido por Claude Zarrouk (ZARROUK, 1966) € o mais
utilizado na producao de Spirulina. A composicao do meio Zarrouk é apresentada
na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao padrao do meio Zarrouk

Composto g.L"
NaHCOs3 16,8
KaHPO4 0,5
NaNOs 2,5
K2SOq4 1,0
Macronutrientes NaCl 1,0
MgS04.7H20 0,2
CaCl2.2H0 0,04
FeS04.7H20 0,01
EDTA 0,08
H3BO3 2,85
MnCl2.4H20 1,81
ZnS04.7H20 0,22
CuS04.5H20 0,08
MoO3 0,015
Micronutrientes NH4VOs 0,0023
K2Cr(S04)4.24H20 0,0096
NiSO4 0,00478
NaWO4.2H20 0,00179
Ti2(SO04)3 0,004
Co(NQg3)2.6H20 0,0044
Tiamina (B1) 0,1
Vitaminas (mg.L™) Biotina (B7) 0,05
Cianocobalamina (B12) 0,05

Fonte: Zarrouk (1966)



35

O meio de cultivo desenvolvido por Zarrouk (1966) apresenta nutrientes
essenciais ao crescimento celular e, também, sdo divididos entre macro e
micronutrientes que participam das atividades enzimaticas e estruturais das
células. A producao de Spirulina requer um meio com alta carga de macronutrientes
guando comparados com os meios para cultivos de Chlorellae Scenedesmus (meio
BBM e WC, respectivamente), ou comparada com a Botryococcus apresentada
neste trabalho.

Nesse contexto, pesquisadores vém dedicando intensa pesquisa buscando
fontes alternativas destes macronutrientes como forma de diminuir o custo de
producao de Spirulina. Sassano et al. (2007) avaliaram o uso de cloreto de aménio
(NH4Cl) como fonte alternativa de nitrogénio em cultivo continuo de S. platensis e
alcancaram maior produtividade de células (92.4 mg.L".dia') em comparacgédo as
produtividades obtidas em cultivos com nitratos ou ureia. Por sua vez, Matsudo et
al. (2008), utilizando ureia (CH4N20) como fonte alternativa de nitrogénio,
aumentaram a produtividade em células de S. platensis com rendimento de 2,1 g.L
' em uma producao de larga escala. Dos Santos et al. (2016) demonstraram que a
vinhaca de cana de acucar é uma excelente fonte de carbono para o cultivo de S.
maxima. Os autores relatam que os cultivos suplementados com 3,0% v/v de
vinhagca aumentaram a concentragdo de biomassa em 0,609 g.L'. E, como
demonstraram Morais et al. (2019) a adigdo de 0,5 mol.L' de glicerol como fonte
alternativa de carbono no cultivo de Spirulina sp. estimulou o crescimento celular
atingindo um rendimento de 3g.L-'. Assim, além da producao de biomassa, o cultivo
de Spirulinas tem o potencial de desempenhar um papel importante na
fitorremediacdo, removendo compostos nitrogenados, compostos fosfatados,
materiais organicos, e metais pesados em efluentes (DOS SANTOS et al., 2016;
SASSANO et al., 2007). Como visto, a produgcdo da biomassa de Spirulina tem
atrativos para uma ampla gama de produtos além da remediacédo de efluentes.
Assim, o conceito de biorefinaria pode ser aplicado com eficacia aproveitando todas
as fragbes da biomassa de Spirulina.

3.2 Biorefinarias

A tradicional Economia Linear € designada como um modelo recursos-

produtos-poluicdo, ou modelo tomar-fazer-descartar, enquanto que a Economia
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Circular se baseia nos principios de reducdo, reutilizacéo e reciclagem (designados
como 3Rs), que promove simultaneamente o desenvolvimento econdémico e a
protecdo do meio ambiente, consequentemente, reduzindo o impacto ambiental
(OREGE et al, 2022). Dessa forma, empregar a economia circular para o
aproveitamento total da biomassa em Biorefinarias de Microalgas é,
presumivelmente, uma o6tima tratativa de equilibrar os balangos energéticos e
econémicos na exploragao de cultivos e bioprodutos de microalgas. Por isso,
integrar o conceito de biorefinarias com a biorremediacao, tratamento de poluentes
e geracao nula de residuos, tem potencial para ser um caminho mais sustentavel e
viavel para cultivar e processar a biomassa microalgal.

O conceito de biorefinaria € semelhante ao da refinaria de petrdleo
tradicional. A principal diferenca ocorre em termos de matéria-prima (biomassa ou
petroleo bruto) e de tecnologia empregada na conversao em produtos (CHEW et
al., 2017). Em especifico, a biorefinaria integra diferentes rotas de conversao e
equipamentos no processamento dos diferentes componentes da biomassa para
produzir energia, combustiveis e produtos, além de otimizar o uso dos recursos e
minimizar residuos, maximizando os beneficios e rentabilidade da instalacao
(BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2016; CHEW et al., 2017; KUMAR; SINGH, 2019).
Logo, o conceito fundamental em biorefinaria € prospectar produtos de alto e médio
valor com o uso da biomassa residual e entdo superar as atuais limitacdes
econdmicas que impedem a industrializacdo das microalgas (BHATTACHARYA;
GOSWAMI, 2020).

Os principais bioprodutos atualmente investigados em pesquisas séo
proteinas, carboidratos, lipidios, pigmentos, antioxidantes, gorduras insaturadas e
poli-insaturadas, vitaminas, nanocelulose e bioplasticos (BHATTACHARYA;
GOSWAMI, 2020). Em especifico, a biomassa de microalgas sem o6leo, por
exemplo, é uma fonte significativa de carboidratos, proteinas, aminoacidos,
pigmentos e nutrientes (KUMAR; SINGH, 2019). Em uma biorefinaria circular de
microalgas, a carga de nutrientes (N, P, K, etc) da biomassa podem voltar ao meio
de cultura, além da biomassa ser suscetivel a técnicas de processamento de
biomoléculas (sacarificacdo e fermentagcdo) ou de natureza geral (digestao
anaerobica, gaseificacdo, pirolise, etc.) (KUMAR; SINGH, 2019).

Para Karpagam, Jawaharraj e Gnanam (2021) a biorefinaria de microalgas
deve incluir trés bioprodutos cruciais que tornariam todo o processamento mais
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robusto: (i) proteinas para alimentos alternativos e nutrientes essenciais, (ii)
carboidratos (glicose, celulose, exopolissacarideos e amido) para producédo de
bioetanol e (iii) lipidios (glicolipidios, triglicerideos e &cido graxos livres) para
producao de biodiesel. Em comparagcdo com as plantas, as microalgas néao tem
raizes ou caules e, portanto, ndo possuem membrana plasmatica extremamente
resistentes (lignocelulose) que sao problematicos para decompor e explorar
bioprodutos (BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020).

As tecnologias de conversdo de biomassa podem ser divididas em trés
rotas: fisico-quimicas, bioquimicas e termoquimicas. A conversao fisico-quimica
abrange a aplicacéo de forca mecanica para a extragdo dos componentes bioativos
da biomassa (PATRA et al, 2021), como lipidios (triglicerideos) que por
transesterificagao se obtém biodiesel (ésteres de acidos graxos) e glicerol utilizando
reagentes como metanol ou etanol catalisado por um acido ou base
(BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020).

A conversao termoquimica emprega a utilizagdo de calor, pressao e
catdlise para decompor termicamente a biomassa em biocombustiveis e
bioprodutos. (PATRA et al., 2021). As formas de transformacédo termoquimica
incluem gaseificagdo (producédo de gas de sintese), liquefacao térmica (producgéo
de bio-0leo), pirdlise (producdo de bio-6leo, gas de sintese e carvao) e queima
direta ou combustdo (geracdo de calor e eletricidade) (BHATTACHARYA;
GOSWAMI, 2020).

Enquanto que a conversao bioquimica abrange o bioprocessamento por
microrganismos ou enzimas para a biodegradacdo da biomassa em
biocombustiveis, tal como digestdo anaerdbica (producao de biogas), fermentacao
(producao biometano, bioetanol e biobutanol) e geragao fotobioldgica de hidrogénio
(biohidrogénio) (BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020; PATRA et al., 2021)

Bhattacharya e Goswami (2020) ainda colocam uma quarta rota de
conversao, a conversao fotossintética em célula a combustivel microbiana, uma
conversao bioeletroquimica que produz bioenergia a partir da biodeteriorizacao de
compostos naturais sob condi¢cdes andxicas (auséncia de oxigénio).

Em especifico para biomassa de microalgas, o material soélido
remanescente apds a producdo de biodiesel sdo materiais sdélidos ricos em
carboidratos e proteinas. (KIM et al., 2022). Logo, essa biomassa residual pode ser
usada para a producdo de bioetanol e BC a partir dos carboidratos e proteinas,
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respectivamente. No entanto, alguns autores sugerem outras vias de bioprodutos
para tornar a produgao de biodiesel mais sustentavel com a integragcéo da producgao
de biohidrogénio, biogas (metano) e o residual do biodigestor, que pode ser usado
como nutriente (biofertilizante) (BANERJEE et al, 2019; KARPAGAM,;
JAWAHARRAJ; GNANAM, 2021). Como visto, existem diferentes vias e
possibilidades de bioprodutos energéticos para uma biorefinaria.

Para além dos diversos biocombustiveis (bioenergia), a aplicacao
biotecnolégica de culturas de microalgas em larga escala também tem potencial
significativo nas diversas areas de alimentos e ragbes, cosmética, farmacéutica,
remediagcdo ambiental e tratamento de agua (NITSOS et al., 2020). As gorduras
insaturadas de cadeia longa, proteinas e pigmentos derivados de microalgas tém
capacidades notaveis como suplementos nutricionais promotores de saude e sao
de particular interesse na industria farmacéutica para o desenvolvimento de
produtos de apoio ao bem-estar e ao tratamento de varias doencas
(BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020). Outros bioprodutos de valor agregado
produzidos por microalgas incluem carotenoides (B-caroteno e astaxantina), acidos
graxos essencial 6mega-3 (acido docosaexaenoico e acido eicosapentaenoico),
pigmentos bioativos e naturais, corantes naturais (BHATTACHARYA; GOSWAMI,
2020).

No entanto, Karpagam, Jawaharraj e Gnanam (2021) abordam que as
biorefinarias focadas apenas em bioenergia teriam mais beneficios, pois produtos
farmacéuticos/nutracéuticos ndo seriam uma opcgao viavel devido a requisitos
regulatérios envolvidos. Isto significa que a aprovacdo de produtos
farmacéuticos/nutracéuticos por agéncias reguladoras nao seria atingida no cenario
de cultivos conduzidos com remediacdo de efluentes, além das exigéncias com
reagentes de alta qualidade e pureza, que aumentaria o custo de producao.

Isto posto, Karpagam, Jawaharraj e Gnanam (2021) sugerem a exploragao
de biorefinarias de bioenergia com abordagem em cascata de biocombustiveis, por
se adequarem melhor a producao sustentavel usando a biomassa de microalgas.
Segundo os autores, a abordagem de producao em cascata tem como estratégia
iniciar com: (i) producéo de biodiesel por via de TE (ii) producao de bioetanol a partir
de biomassa remanescente apos extracao de lipidios/biodiesel; e (iii) biogas ou BC
a partir do residuo de biomassa de microalgas gasto apds a producéo de bioetanol
como abordagem de producao de residuo nula.



39

Como visto, diversos pesquisadores da literatura apontam para o grande
potencial do uso da microalga em biorefinarias e sua diversidade de produtos de
valor agregado obtidos. Em especifico, as biomassas de B. braunii e de S. maxima
possuem quantidades relevantes de carboidratos, proteinas, lipidios e pigmentos.
Assim, uma biorefinaria com producdo em cascata pode ser idealizada com seu
aproveitamento para a producao de biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, biogas e
bio-6leo) e BC. E, também, a integracédo da biorefinaria com a mitigacao de CO2 de
origem fabril e tratamento de efluentes, tem potencial para reduzir custos totais de
producao, bem como sustentabilidade da producao que aproximaria cada vez mais
de uma biorefinaria circular de microalgas.

O processamento em cascata na biorefinaria de microalgas com as vias

focadas na produgéo de bioenergia € apresentado na Figura 7

Figura 7 — Diagrama esquematico de processos em cascata em biorefinaria de
biocombustiveis de microalgas.
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Fonte: Proprio autor

Além das vias de processamento em cascata, o diagrama propde utilizar

energia solar bem como a energia (térmica ou elétrica) da queima da biomassa
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residual em caldeira. Os cultivos seriam alimentados com COg, interno ou externo
a biorefinaria, e efluentes de alta demanda bioquimica (DBO) como efluentes de
laticinios, usinas de cana de acgUcar ou chorume. A biomassa, dependendo da
espécie, podera ser enviada para pirélise ou fracionada nos processos em cascata:
(i) o 6leo convertido em biodiesel por TEIS, carboidratos convertidos em bioetanol
por hidrélise e fermentacéo, podendo ser utilizado como reagente na TEIS, e, por
fim a biomassa rica em proteinas destinada a alimentagdo animal. A biomassa
residual poderia passar por pirélise para a obtencao de bio-6leo, biogas e BC. O
BC poderia ser vendido como material adsorvente ou impregnado com catalisador

para ser utilizado no processo de TEIS.

3.2.1 Lipidios e Biodiesel

As microalgas produzem uma grande variedade de compostos lipidicos,
como triglicerideos (TG), esterdis, hidrocarbonetos e ceras, sendo, os TG, os
lipidios mais abundantes e melhor descrito entre as classes lipidicas de microalgas
pela literatura (MORALES; AFLALO; BERNARD, 2021). Os lipidios produzidos
pelas microalgas podem ser divididos em duas categorias principais: lipidios
polares (glicolipidios e fosfolipidios) e apolares, ou lipidios neutros (acidos graxos
livres, TG e esterdis) e possuem duas fungdes especificas dentro da célula:
estrutural e de armazenamento energia (RUSSELL; RODRIGUEZ; YASEEN,
2022). Os lipidios polares, ou lipidios de membrana, conferem suporte estrutural
para as membranas e organelas, enquanto que os lipidios apolares séo a principal
forma de armazenamento de energia (TG) (MORALES; AFLALO; BERNARD,
2021).

Em comparagdo com éleos vegetais, os lipidios de microalgas tem uma
composi¢cao de &cidos graxos mais diversificada, porém o mais recorrente sao
acidos graxos com comprimento de cadeia de 12, 16 e 18 carbonos, com algumas
espécies produzindo acidos graxos de até 24 carbonos (MORALES; AFLALO;
BERNARD, 2021). Acidos graxos poli-insaturados (PUFAs, sigla do inglés), alguns
sao raramente encontrados em éleos vegetais, também podem estar presentes na
fracao lipidica de microalgas, sendo que PUFAs de cadeia longa sdao os mais
desejados nas commodities nutracéuticas e alimenticias (MORALES; AFLALO;
BERNARD, 2021). Os PUFAs derivados de microalgas sdo uma alternativa
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vegetariana para substituir o 6leo de peixe e podem atender o mercado
especializado nesse segmento de produtos (BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020).

Os lipidios sao sintetizados nos tilacoides (membranas internas do
cloroplasto) e no reticulo endoplasmatico das células, e sua producdo é
influenciada por muitos fatores externos (condicbes de estresse) como
temperatura, pH, intensidade de luz e cor, ou falta de nutrientes, que perturbam os
processos anabdlicos (MIMOUNI et al.,, 2018; MORALES; AFLALO; BERNARD,
2021; SONG et al.,, 2022). Esses lipidios sdo armazenados no citosol como
goticulas lipidicas (MIMOUNI et al., 2018).

Segundo Russell, Rodriguez e Yaseen (2022), a extracdo dos lipidios €
considerada a etapa de maior custo no processo de produgao de biocombustiveis
devido ao alto consumo de energia na secagem e extracao dos lipidios durante a
etapa de colheita da biomassa. Os autores explicam que, dentre os varios métodos
utilizados para extrair lipidios das microalgas, o método mais convencional € o uso
de moinho de bolas agitado e extragdo por solventes organicos (chamado método
de Bligh & Dyer) que interagem com as moléculas lipidica e com a estrutura da
proteina celular e exposicao dos lipidios.

Os TG sao caracterizados por um, dois ou trés grupos de acidos graxos
ligados a uma estrutura de glicerol (Figura 8) e sédo dirigidos a producédo de
biodiesel.

Figura 8 - Estrutura molecular do Triglicerideo: estrutura de glicerol ligado a até 3 tipos de
acidos graxos (cadeias carb6nicas R1, R2 e R3).
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Q .
H,CO —C+—R?® Acido Graxo

Triglicerideo

Fonte: Adaptado de VOLZ (2009)
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O termo biodiesel se refere aos ésteres de acido graxos derivados de éleos
vegetais (TG e acidos graxos livres) extraido de biomassa oleaginosas ou gordura
animal. Os ésteres de acido graxo sao obtidos pela reacdo de TE dos TG e pela
esterificacao dos acidos graxos livres (AGL). Ambas reagcdes envolve a reacdo com
alcoois de cadeia molecular curta com a presenca de um catalisador (SALAM;
VELASQUEZ-ORTA; HARVEY, 2016). Ambas reacdes sao representadas nas
Figura 9 e Figura 10.

Figura 9 - Representacao da reacao de esterificacao do acido graxo livre.
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Fonte: Traduzido de Fonseca et al. (2022)

Figura 10 - Representacao da reacao de TE de TG
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O mecanismo da reacdo de TE (Figura 10) consiste de reagdes
consecutivas e reversiveis onde 1 mol de tri, di ou monoglicerideo reage com 1 mol
de alcool e 1 mol de éster (biodiesel) é formado em cada etapa (LOURINHO;
BRITO, 2015). Na primeira etapa (Figura 10, Passo 1) os TG sao reduzidos a
diglicerideos, os quais sdo reduzidos a monoglicerideos no segundo passo (Figura
10, Passo 2), e, por ultimo, no terceiro passo (Figura 10, Passo 3) os
monoglicerideos sao reduzidos a glicerol como subproduto. Ja o mecanismo da
reacao de esterificacao (Figura 9) consiste na reacéo, também reversivel, de 1 mol
de AGL com 1 mol de alcool formando um 1 mol de éster e 1 mol de H20 como
subproduto.

A reagao de TE ocorre tanto por catélise acida quanto basica. No entanto,
a reacao de esterificacdo acontece por catdlise acida, pois a catdlise basica
acarreta na hidrélise alcalina do AGL resultando em sabdo (reacdo de
saponificacdo). No entanto, as duas reagdes acontecem simultaneamente. Por
consequéncia, a escolha do catalisador acido ou basico para conversao do 6leo é
sempre inerente ao indice de acidez. Oleos com indice de acidez até 3 mg KOH.g"
' podem passar por catalise basica uma vez que as perdas com saponificagdo séo
pouco significativas (VOLZ, 2009). Visto que o 6leo extraido da biomassa de
microalgas possui uma quantidade alta de AGL, como apresentado por Loures et
al. (2018), 12,8% de AGL e indice de acidez de 26,1 mg KOH.g', a catalise basica
do 6leo da microalga comprometeria o rendimento da conversao em ésteres . Isto
€, devido a alta acidez do éleo de microalgas, os AGL presentes na fracao lipidica
seriam saponificados, diminuindo o rendimento em ésteres.

Os élcoois comumente utilizados na literatura sdo o metanol (rota metilica)
ou o etanol (rota etilica). Existe uma diferenciacdo quanto ao éster formado em
cada rota: (i) éster metilico, éster resultante da reagdo com metanol, e (ii) éster
etilico, éster resultante da reagdo com etanol. No entanto, sabe-se que o metanol
€ uma substancia téxica, enquanto o etanol é consideravelmente menos téxico
(VEGA-GUERRERO; GOMEZ-CASTRO; LOPEZ-MOLINA, 2022). No Brasil, a rota
etilica traz vantagens devido ao grande numero de usinas de etanol de cana de
acucar (etanol de segunda geracdo) no territério nacional (BRASIL; SILVA;
SIQUEIRA, 2016; SILVA et al., 2015), e é responsavel pela produgcédo de 29,97
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bilhdes de litros de etanol em 2021 (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, 2022),
além de ser uma alternativa renovavel e menos toxica.

Em relagcdo ao diesel convencional, o biodiesel apresenta diversas
vantagens como a de ser renovavel, sustentavel, biodegradavel, ndo toxico, alto
teor de oxigénio, enquanto produz menor emissao de carbono, didxidos de enxofre
e gases ndao queimados e o fato de nao liberar particulas no meio ambiente
(BALAJII; NIJU, 2019; FU et al., 2013).

Comercialmente, o biodiesel é derivado de matérias-primas comestiveis
(primeira geracdo) e nao comestiveis (segunda geracdo), além de ser
comprovadamente renovavel, ecologicamente correto e um biocombustivel de alta
qualidade (LEE et al., 2022). Segundo a ANP (2022), a soja continua sendo a
principal matéria-prima para a producao de biodiesel no Brasil em 2021,
representando 72,1% do total. No entanto, a concorréncia da matéria-prima de
primeira geragdo para o consumo humano com a producdo de biocombustiveis
pode elevar os precos dos alimentos, além de requerer grandes areas de terras
para produgdo da matéria-prima em terras férteis limitadas para recursos
alimentares humanos (LEE et al., 2022). Isto posto, ter a biomassa de microalgas
como matéria-prima para a producao de biodiesel traria impacto negativo menor e
eliminaria questdes competitivas de fonte de alimentos e de geracédo de energia
que aconteceriam com a matéria-prima de primeira geracao, especialmente os
biocombustiveis a partir de milho e soja (FU et al., 2013; LEE et al., 2022).

Convencionalmente, a extracao do 6leo de microalgas aplica a destruicao
fisico-quimica da biomassa de células secas antes do processo de TE para produzir
os ésteres de acidos graxos (biodiesel) (LOH et al., 2021). No entanto, o método
extracao convencional € uma grande limitacdo para a producao do biodiesel de
microalgas, e interfere diretamente no custo de producdo. Para o alto rendimento
da producdo do biodiesel de microalgas, o processamento da biomassa de
microalgas necessita de pré-tratamentos vigorosos, como desidratacdo, secagem,
a propria esterificagcao dos lipidios e purificacdo do produto, tornando o processo
economicamente nao atraente devido ao grande consumo de energia (KIM et al.,
2022).

Nesse contexto, a TEIS surge como alternativa de economia para a
producao de biodiesel de microalgas. A TEIS, ou transesterificacao direta, trata da
extracao e reacao acontecerem concomitantemente e in loco. Ou seja, a TEIS
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permite a conversao direta da biomassa de microalgas em biodiesel evitando as
etapas sequenciais de secagem e extracéo de lipidios, o que posteriormente reduz
o custo de produgdo (KARPAGAM; JAWAHARRAJ; GNANAM, 2021; KIM et al.,
2022). A TEIS € melhor discutida no item 3.5.

O processamento combinado e integrado da biomassa é uma abordagem
viavel para biorefinarias, primeiramente com a produgéo de biodiesel por TEIS do
lipidios; seguida da utilizagdo da biomassa residual, ainda com carboidratos, ser
convertida em bioetanol, para que fontes vegetais tradicionais de carboidratos
(biomassa lignocelulésica ou agucares simples) possam ser substituidos, e o
remanescente da biomassa, rica em proteina, pode ser efetivamente usada para a
producédo de biogas ou BC (BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020; KARPAGAM;
JAWAHARRAJ; GNANAM, 2021).

3.2.2 Carboidratos e Bioetanol

Carboidratos podem ser classificados em agucares (monossacarideos) e
seus polimeros (di-, olio-, e polissacarideos). Em microrganismos, os carboidratos
sao sintetizados dentro do cloroplasto ou citosol, e sua produgdo também serve
para dois principais propdsitos no microrganismo: atuam como componente
estrutural na parede celular, e como componente de armazenamento de energia
para o processo metabdlico do microrganismo (MARKOU; ANGELIDAKI;
GEORGAKAKIS, 2012). Essas reservas de carboidratos sdao dependentes da
espécie. Em cianobactérias é sintetizado glicogénio e em algas verdes (clorofitas)
sdo sintetizados polissacarideos amilopectina (LOEWUS; TANNER, 1982).

Em geral, os carboidratos mais abundantes no hidrolisado de microalgas
ou cianobactérias sao glicose, ramnose, xilose e manose (MARKOU; ANGELIDAKI;
GEORGAKAKIS, 2012). Os carboidratos em células de microalgas sao derivados
na maior parte por celulose e amido com muito menos lignina ou sem lignina, e
atuam como fonte de carbono prontamente acessivel para a industria de bioetanol,
biobutanol e cervejeira (BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020).

Para a producao de bioetanol, a biomassa passa por hidrélise onde as
macromoléculas complexas sdo quebradas em micromoléculas simples, isto &, os
carboidratos presentes na biomassa de microalgas devem ser primeiro hidrolisados
(processo de sacarificagcao) para agucares simples (glicose, frutose, etc.) para que
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possam ser fermentados pelas leveduras etanologénicas (CHI et al., 2021;
MARKOU et al., 2013). Geralmente, a hidrélise € praticada nas industrias para
converter celulose em glicose monossacaridica com a ajuda de catalisadores (CHI
et al., 2021).

Kim et al. (2022) ressaltam que a auséncia de lignina nas microalgas pode
melhorar a cinética da reacao de fermentagao e o rendimento dos biocombustiveis,
pois nao exige processos vigorosos de pré-tratamento. Isso, porque, a lignina
possui uma estrutura rigida e complexa, que raramente é degradada durante a
fermentacdo. Consequentemente, o processo de hidrélise em biomassa de
microalgas requer menos pré-tratamento devido a facil sacarificagdo dos
carboidratos, portanto, a fermentacdo é uma abordagem altamente vantajosa e
competitiva em comparacao a biomassa lignocelulésica como matéria-prima para
a producao de bioetanol em biorefinarias, devido ao teor de lignina relativamente
menor em microalgas (CHEN et al., 2013; KIM et al., 2022).

Sob condi¢gdes adequadas de cultivo, as microalgas podem acumular mais
de 50% de carboidrato intracelular (amido e celulose), com baixo teor de
hemicelulose e auséncia de lignina, possibilitando a pronta conversao dos acucares
fermentesciveis (CHEN et al., 2013). Em vista disso, existe um potencial da
biomassa residual apdés a TEIS para ser utilizada na produgédo de bioetanol.
Anteriormente, em nosso estudo (PEDRO et al., 2021), foi demonstrado que os
acucares redutores da biomassa de microalgas sao fortemente preservados nas
reacdes de TEIS catalisadas por HCI (30-32%), enquanto que os experimentos
realizados com H2SOs tiveram as menores concentragdes de agucares no
hidrolisado. A menor concentracdo de acucares em TEIS catalisada por H2SO4 é,
provavelmente, devido a desidratagdo de carboidratos e formagdo de compostos
como hidroximetilfurfural e furfural (ISAZA-PEREZ et al., 2020; REIS; ZHANG; HU,
2014). Portanto, a perda minima de agucar durante o processo de TEIS viabilizam

a aplicacao de biorefinaria em cascata.

3.2.3 Pigmentos

Em microrganismos fotossintéticos, como as microalgas, trés tipos
fundamentais de pigmentos comuns podem ser destacados: os carotenoides, as
clorofilas e as ficobiliproteinas. (BHATTACHARYA; GOSWAMI, 2020). Estes séo
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pigmentos fotossintéticos que capturam a energia luminosa utilizada durante a
fotossintese (VONSHAK, 1997). A maior parte dessa energia luminosa é coletada
por pigmentos acessorios, pois a clorofila absorve energia luminosa somente em
uma regiao limitada do espectro solar, assim abrangendo maior regido do espectro
pelos demais pigmentos (REIS et al., 1998).

Os pigmentos sdo reconhecidos como precursores de vitaminas em
alimentos e nutricdo, mas também estendem seu uso para ragdo animal, aditivos
alimentares, cosméticos, farmacéuticos e corantes alimentares (BHATTACHARYA;
GOSWAMI, 2020). As ficobiliproteinas tém recebido grande atengao devido as suas
aplicagdes na industria farmacéutica (marcador fluorescente), cosmética e também
na industria alimenticia (como corante natural) (TAVANANDI; RAGHAVARAO,
2019).

Em cianobactérias, como a S. maxima, os pigmentos coletores de luz
incluem clorofila-a, carotenoides e ficobiliproteinas, sendo entdo uma excelente
fonte natural destes pigmentos que sao utilizados como corantes alimenticios (REIS
et al., 1998; TAVANANDI; RAGHAVARAOQ, 2019). Embora a clorofila também seja
utiizada como agente colorante em alimentos e cosméticos, a ficocianina, uma
ficobiliproteina responsavel por captar cerca de 50% da luz em cianobactérias, tem
recebido maior atencdo pelas aplicagcbes farmacéuticas e cosméticas pois
apresenta propriedades neuroprotetora, hepatoprotetora, anti-inflamatéria e
antioxidante (TAVANANDI et al., 2018; TAVANANDI; RAGHAVARAO, 2019). Em
cianobactérias, cerca de 20% de toda fragdo proteica corresponde a ficocianina
(VONSHAK, 1997).

Assim, a cianobactéria S. maxima fornece vantagens técnicas e comerciais
devido a alta concentracao desses pigmentos, 0 que aumentaria significativamente

a efetividade geral em biorefinarias.

3.2.4 Biocarvao (BC)

BC designa um material resultante do processo de conversao termoquimica
sob condicdes livres ou limitadas de oxigénio, sendo, entdo, um produto sélido,
poroso, insoluvel, estavel, rico em carbono, gerado a partir de fontes renovaveis,
neutras da emisséo de gases de efeito estufa, como por exemplo, biomassa (LEE;
KIM; KWON, 2017; WANG et al., 2019)
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As propriedades gerais de um BC abrangem insolubilidade, estabilidade,
porosidade e aromaticidade, que podem proporcionar um carater adsorvente ao BC
(LAW et al., 2022). Estruturalmente, o BC é organizado com anéis de carbono
aromaticos empilhados aletoriamente e irregularmente (amorfo), com camadas
mantidas por liga¢des carbono-carbono, e classificado como nao grafitizavel .(CHI
et al., 2021).

BCs sao provenientes da conversdao térmica de biomassas, como a
biomassa de microalgas ou, como vem sendo abordado no conceito de biorefinaria
em cascata, a biomassa residual apés TEIS e hidrélise (sacarificacdo). Embora
exista um alto teor de nitrogénio (ricos em proteinas) em residuos sélidos de
microalgas, que podem ser aplicados como nutriente na produgédo anaerdbica de
hidrogénio (Hz) através da fermentagao bacteriana por exemplo (KIM et al., 2022),
a producao do BC de biomassa residual de microalgas tem vantagens e inUumeras
aplicagbes em varias areas com demanda crescente como no tratamento de
efluentes, captura e sequestro de carbono, remediacao de poluicdo ambiental em
agua/solo/ar, enriquecimento/fertiidade do solo, produtos farmacéuticos,
cosméticos, biomedicina, catalise, armazenamento e purificacdo de gas,
dispositivos eletrénicos e biocompésitos (PATRA et al., 2021; SINGH et al., 2021).

As técnicas de conversao termoquimica de biomassa e propriedades fisico-
quimicas do BC sao detalhadas nos capitulos a seguir (Capitulo 3.3).

3.3 Conversao termoquimica

A conversao termoquimica de biomassas compreende a decomposi¢éao da
biomassa através da energia térmica. Este tratamento térmico submete a biomassa
a altas temperaturas em condigdo andxica (auséncia de oxigénio) e geram
bioprodutos como o BC, biogas e bio-6leo, que pode ser diretamente utilizado para
substituir os combustiveis fosseis (CHAIWONG et al., 2013a; LI; JIANG, 2017).

A biomassa é definida como um material biolégico derivado de organismos
vivos ou correlatos (LI; JIANG, 2017). Estruturalmente, a biomassa € um
biopolimero complexo e heterogéneo, que pode ser constituido por carboidratos,
celulose, hemicelulose, proteinas, lignina, lipidios, agua, cinzas e outros
componentes traco. (LEE et al., 2020). Muitas vezes, o termo biomassa se refere
as plantas ou material a base de plantas (LI; JIANG, 2017). No entanto,
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dependendo de seus constituintes quimicos, existem dois grupos principais de
biomassa: a biomassa ndo-lignocelulésica, e a biomassa lignocelulésica.

A biomassa lignocelulésica é geralmente um vegetal (ou residuo vegetal)
nao comestivel como biomassa florestal, residuo agricola ou culturas dedicadas, e
normalmente contém lignina, um polimero aromatico (10-25% em peso), e
polimeros de carboidratos: hemicelulose (20—-40% em peso) e celulose (25-45%
em peso), juntamente com extrativos e cinzas (LI; JIANG, 2017; PATRA et al.,
2021), Em geral, compreende plantas, sementes, e cascas.

A biomassa nao-lignocelulésica compreende as biomassas que contém
animais, microrganismos e materiais derivados de plantas, cuja composi¢ao inclui
principalmente proteinas, lipidios, sacarideos, inorgénicos e celulose (LI; JIANG,
2017). Em geral, sdo animais, agucar, lodo, esterco, pelos, penas, 0ssos e
microrganismos (microalgas, fungos e bactérias).

Apesar da composi¢cao bioquimica complexa, a biomassa de microalgas é
uma biomassa nao lignocelulésica com trés componentes principais: proteinas,
lipidios e carboidratos (YANG et al., 2019), o que mostra um grande potencial como
matéria-prima em processos de conversdao termoquimica para a geracao de
bioprodutos de alta densidade energética e valor agregado. No entanto, existem
varios processos termoquimicos envolvidos na conversao da biomassa e os
constituintes quimicos das microalgas apresentam grandes variacbes em seus
teores de lipidios, carboidratos e proteinas, o que contribui diferentemente na
qualidade dos bioprodutos obtidos (LAW et al., 2022; LEE et al., 2020). Assim, cada
biomassa tem sua caracteristica e resulta em quantidades e qualidades diferentes
em bioprodutos.

E estimado que a producdo de carvdo ativado (CA) em todo mundo seja
cerca de 100.00 toneladas por ano, no entanto, as fontes de matéria-prima em
escala comercial sdo madeira, carvdo mineral de antracito e betume, linhita (rocha
sedimentar, 70% carvao), cascas de turfa e coco, ou seja, materiais lignoceluldsicos
(HEIDARINEJAD et al., 2020). Contudo, a producao de BC de nao-lignocelulésicos
vem com o propésito de alcancar a gestao de valor agregado dos residuos tendo o
BC como um subproduto (LI; JIANG, 2017). No entanto, o BC de néo-
lignoceluldsicos, em especial o BC de microalgas, pode ser aproveitado pelas suas
caracteristicas fisico-quimicas e gestao de residuos vantajosa e suprir a demanda
de CA. As particulas de BC de microalgas se mostraram compactas e irregulares,
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que se diferem da estrutura da biomassa, enquanto que, os BCs de biomassa
lignocelulésica normalmente retém as propriedades estruturais da biomassa
(SINGH et al., 2021).

As principais técnicas em conversdo termoquimica de biomassas sao a
gaseificacao, torrefacao, pirdlise e carbonizacao hidrotermal. Estas técnicas podem
ser empregadas para produzir BC a base de microalgas com propriedades fisico-
quimicas desejaveis, como alta area superficial e volume de poros, abundantes
grupos funcionais de superficie, bem como funcionalidade como alta capacidade
de adsorcdo (LAW et al.,, 2022). Tanto a pirélise quanto a gaseificacdo sao
processos termoquimicos que podem converter a biomassa residual de microalgas
em trés produtos: BC, bio-éleo e biogas (KIM et al.,, 2022). Enquanto que, em
contraste, a carbonizagdo hidrotérmica usa a biomassa Umida (pasta de
microalgas) para produzir bio-6leo mais denso em energia (KIM et al., 2022). Estas

técnicas de termoconversao sdo aprofundadas a seguir.

3.3.1 Gaseificacao

A gaseificacdo destina-se a producdo de gas de sintese a partir de
biomassa (KIM et al., 2022). A gaseificacao refere-se a conversao termoquimica da
biomassa, catalisado ou ndo, em uma mistura gasosa (gas de sintese) de
hidrogénio (Hz), diéxido de carbono (CO2) e metano (CH4) com a formacgéo de
alguns hidrocarbonetos (ARAVIND et al., 2020).

O processo ocorre com o aquecimento da biomassa em temperaturas
maiores que 700°C sem combustdo (auséncia de ar) ou com uma quantidade
controlada de oxigénio e vapor, diferenciando-se da combustdo (oxidagdo da
biomassa reagida com oxigénio produzindo calor e luz rapidamente) que produz
uma quantidade de residuo sélido relevante (ARAVIND et al., 2020). Para a
gaseificacdo, oxidantes como vapor, ar ou diéxido de carbono sado usados para
oxidac&o de material s6lido a base de carbono, resultando na formagéo da mistura
gasosa (gas de sintese) (KIM et al., 2022). Em comparagdo a pirdlise, na
gaseificacao a temperatura € mais alta atingindo até 1.300 °C (KIM et al., 2022).
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3.3.2 Pirolise

A pirélise € um processo de conversao termoquimica simples de matéria
organica que opera em atmosfera livre de oxigénio em altas temperaturas na faixa
de 300 a 700 -C (SEKAR et al., 2021). O processo pirolitico resulta na producao de
bioprodutos combustiveis como bio-6éleo, BC e biogas. A composicdo do biogas
consiste em gases ndo condensaveis como CO2, CO, CH4 e Hz, que podem ser
utilizados para a geragdo combinada de calor e energia, enquanto bio-6leo é um
produto liquido geralmente composto por hidrocarbonetos oxigenados, tais como:
esteres fendlicos, alquilas, ésteres, aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos (PATRA
et al., 2021). A formagédo do BC ocorre pela reacdo de carbonizagcédo devido a
desoxigenacao e desidrogenacao da biomassa (KIM et al., 2022).

O processo de pirdlise € classificado em pirdlise lenta e pirdlise rapida (ou
flash) com base na diferenca nas condi¢ées de operacao (taxa de aquecimento,
tempo de residéncia e temperatura), e ainda podem ser assistida por micro-ondas
e catalisada (SEKAR et al., 2021).

Na pirdlise lenta, a biomassa € aquecida lentamente com taxa de
aquecimento com variacdo de 0,1-1°C.s™" até a temperatura desejada e o tempo de
residéncia varia de minutos a hora (SEKAR et al., 2021; YANG et al., 2019). A
pir6lise lenta das microalgas em baixa temperatura (350°C) permite obter
rendimentos consideraveis de 6leo, até 15% a mais que a biomassa lignocelulésica
(BINDA et al., 2020).

Na pirolise rapida (ou flash) é utilizada uma taxa de aquecimento muito
mais alta, geralmente a uma taxa de aquecimento de 10-1000°C.s™', com tamanho
de particula de biomassa menor que 0,2 mm e menor tempo de residéncia (SEKAR
et al.,, 2021; YANG et al., 2019). A pirélise rapida é mais vantajosa para produgao
de bio-6leo devido ao baixo craqueamento secundario, baixa condensagao e menor
polimerizagdo durante o processo (SEKAR et al, 2021), e assim, proporciona
maiores rendimentos de bio-6leo, tipicamente, 60-75% em peso da biomassa inicial
(YANG et al., 2019). No entanto, normalmente a producao do bioproduto principal
depende da matéria-prima e controles do processo (SEKAR et al., 2021).

Em consequéncia, a temperatura e taxa de aquecimento durante a pirdlise

sdo as variaveis controladas para a produgdo destes bioprodutos. Com o
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favorecimento de maior producao de bio-6leo na pirdlise rapida, enquanto que ha
o favorecimento de maior produgéo de BC na pirdlise lenta.

Além disso, a temperatura de pir6lise também influencia as propriedades
do BC, como area de superficie e grupos funcionais de superficie (CHI et al., 2021).
No processamento da biomassa de microalgas, a fracao lipidica da biomassa gera
bio-6leo enquanto que a fragdo em carboidratos e proteinas da biomassa gera BC
(SINGH et al., 2021).

Durante a formacdo do BC acontecem varias reagcées quimicas de
decomposicdo da biomassa como despolimerizacdo de elementos poliméricos,
rearranjo, desidratagcdo, descarboxilagcdo, condensagdo intramolecular e
aromatizacéo (LIU; JIANG; YU, 2015). ARAVIND et al. (2020) e CHI et al. (2021)
simplificam a decomposigao pirolitica de biomassas em trés etapas principais de
reacbes: (1) ocorre a desidratacdo da biomassa em temperaturas inferiores a
200°C; (2) seguido do principal processo que ocorre a 200-550°C, a
desvolatilizagdo, formacao primaria do BC onde alguns componentes volateis e
gases sao perdidos; e na ultima etapa (3), ocorre a decomposicao sélida em
temperaturas acima de 550°C, onde o BC secundario é formado pela lenta
decomposicéo do BC primario.

Acerca da temperatura final de pirdlise, o BC de pirdlise de baixa
temperatura geralmente possui area superficial menor (bloqueada pela formacao
de alcatrdo), estruturas porosas nao desenvolvidas, pH &cido e baixo teor de
carbono, enquanto que em temperaturas mais altas a matéria volatil é liberada do
BC e resulta na abertura de suas estruturas porosas (PATRA et al., 2021). O pH do
BC de microalgas tende a aumentar a medida que a temperatura pirolitica aumenta
(POO et al., 2018) pois o pH esta diretamente ligado aos grupos funcionais
contendo oxigénio que estao presentes na superficie do BC (SINGH et al., 2021).
Em temperaturas de 200-300°C, a celulose se decompde em compostos fendlicos
e acidos organicos que abaixa o pH, enquanto que acima de 300°C os sais alcalinos
se dissociam da matriz da biomassa e aumentam o pH (POO et al., 2018).

A pirdlise em altas temperaturas promovem o aumento da area de
superficie e porosidade do BC devido a quebra de alquilas alifaticas e grupo éster
dos compostos organicos, removendo, assim, as substancias que bloqueiam poros
e, também, rearranjando as ligacdes quimicas e introduzindo novos grupos

funcionais de superficie, como carboxila, lactona, fenol e piridina (CHI et al., 2021).
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Por conta desse rearranjo das ligacées e superficie, o BC produzido em altas
temperaturas tem por caracteristica ser hidrofébico, enquanto que o BC produzido
em baixa temperatura de pirdlise tem por caracteristica ser hidrofilico (CHI et al.,
2021). E, segundo Sim&o et al. (2018), € observado maior rendimento em
hidrocarbonetos aromaticos e uma diminuicado de compostos oxigenados no bio-
6leo ao elevar a temperatura da conversédo térmica de 450 a 650°C.

Os constituintes quimicos das microalgas sao favoraveis como matéria-
prima para pir6lise e podem influenciar as caracteristicas do bioproduto, como pH,
viscosidades, densidades, valores de poder calorifico e sua composicdo (LEE et
al., 2020). Todas as biomassas de microalgas apresentam um rendimento de bio-
6leo notavel em comparagdo com a biomassa lignoceluldsica, que pode ser usada
como fonte de energia para alcangar um processo de produgao sustentavel e verde
(BINDA et al., 2020). E segundo Simao et al. (2018), o bio-6leo extraido da
biomassa proteica € mais estavel em comparagao ao bio-6leo extraido da biomassa
lignoceluldsica, por possuir menor teor de oxigénio e maior poder calorifico.

Pequenas quantidades de minerais metalicos inorganico (lons de metais
alcalinos e alcalino-terrosos) presentes na biomassa de microalgas pode formar um
ion complexo metalico-dgua com grupos funcionais (principalmente hidroxila e
aldeidos) que atuam como catalisadores na reacdo de desidratagdo durante a
pirélise, no entanto, os BCs de microalgas produzidos sdo geralmente alcalinos
(SINGH et al., 2021).

Na pirdlise catalitica, catalisadores (do tipo &cido, do tipo base, do tipo
metal ou mistura de diferentes materiais) sdo aplicados para melhorar o processo
de pirélise e as caracteristicas dos produtos de valor agregado (LAW et al., 2022).
Durante o processo de pirélise, a presenca de um catalisador promove reagdes de
craqgueamento e melhora dos vapores resultantes por reduzir os teores de oxigénio
e/ou nitrogénio nestes compostos (SIMAO et al., 2018). O processo pode ser
dividido em pirélise catalitica primaria e secundaria. A pir6lise catalitica primaria é
um método in situ onde a biomassa é misturada com catalisadores em um
pirolisador convencional, enquanto a pirélise catalitica secundaria € um método ex
situ que consiste em um leito de catalisador modificado onde os catalisadores séo
fixados ao pirolisador (LAW et al., 2022). A pirélise catalitica mostrou alta conversao
da biomassa de microalgas, alta seletividade para compostos aromaticos no bio-
6leo e producao de bio-6leo com baixo teor de N (LEE; KWON; PARK, 2019).
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A pirdlise é uma das tecnologias mais populares e maduras que tem sido
usada na requalificacao da biomassa em BC de valor agregado. (LAW et al., 2022),
além do balanco energético dos biocombustiveis piroliticos ser positivo (KIM et al.,
2022). E apesar dos avancados métodos de pirblise (pirélise catalitica, pirdlise
assistida por micro-ondas), a pir6lise convencional ainda oferece uma das
tecnologias mais viaveis em termos de custo de processo.(LEE et al., 2020).

Com grande diferenciagdo das outras biomassas, as microalgas mostram
boa adequagcao como matéria-prima de pirélise para produzir produtos densos em
energia (LEE et al., 2020). E, ainda, a pirdlise da biomassa residual de TEIS nao
requer pré-tratamento pois o teor de 4gua e solventes na biomassa pode ser
facilmente seco em um reator de pirdlise (KIM et al., 2022).

No entanto, as aplicagbes potencias do BC obtido a partir de microalgas vai
muito além do uso comum (combustivel sélido, carvao ativado, acondicionador de
solo), as aplicacées em potenciais ainda sao pouco exploradas, em especifico, a
aplicacdo como catalisador eficiente para a produgéo de biocombustiveis (BINDA
et al., 2020; SEKAR et al., 2021).

3.3.3 Torrefacao

A torrefagdo é um processo termoquimico relativamente suave (PATRA et
al., 2021), considerada uma pirolise leve ou pirdlise a baixa temperatura (GAN et
al.,, 2018), ou, ainda, um processo de pré-tratamento de biomassa seca para
remover compostos volateis antes da pirélise (LAW et al., 2022). A torrefagédo é
frequentemente proposta como um método alternativo de pré-tratamento para
melhorar as propriedades fisico-quimicas da biomassa (como combustivel sélido)
aumentando o poder calorifico e a densidade energética do BC de microalgas (GAN
et al., 2018; PATRA et al., 2021).

O processo de torrefacdo de biomassas resultam em alcatrdo, gases
volateis e biomassa torrificada (ou BC), ou seja, ,resulta na producédo de
combustiveis soélidos homogéneos com biopolimeros (hemicelulose, celulose e
lignina) parcialmente reduzidos, com baixo teor de umidade e maior teor de carbono
(PATRA et al., 2021).

A torrefacdo seca converte a biomassa em BC em temperaturas entre 200
e 300 °C sob pressédo atmosférica com auséncia de oxigénio (utiliza nitrogénio
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inerte) (GAN et al., 2018; LAW et al., 2022). Grupos hidroxila da biomassa sao
removidos durante a torrefagdo e produzem grupos hidrofdbicos na superficie do
BC (GAN et al., 2018).

Patra et al. (2021) listam algumas das vantagens da torrefacao: (1) reducéo
do teor de umidade da biomassa, (2) melhora da hidrofobicidade da biomassa, (3)
aumenta da densidade de energia, (4) maior facilidade de moagem, (5) maior
reatividade, (6) maior resisténcia a decomposi¢cao microbiana devido ao menor teor
de umidade, (7) armazenamento e manuseio compactado, e (8) significativa
reducédo da emissao de CO2 na queima do BC.

3.3.4 Carbonizacao hidrotermal

A Torrefacdo Uumida ou carbonizacao hidrotermal € um outro processo de
conversao termoquimica de biomassas recente e promissor para a producao de
hidrocarvao (HC) a partir de biomassa de microalgas. (LAW et al., 2022).

Em comparagdo com a torrefacdo convencional, ou torrefacdo seca, a
carbonizagao hidrotermal aquece a biomassa em meio aquoso a temperaturas
subcriticas (175-260 -C), dentro de curto tempo de residéncia (5-30 min) e sob
pressao de 2 a 6 Mpa para produzir HC como principal produto. (GAN et al., 2018;
LAW et al., 2022). Durante o processo de carbonizagdo hidrotermal, a agua
subcritica (mantida em fase liquida durante o processo) atua como meio de reagéao
e solubiliza efetivamente a maioria dos elementos da biomassa e é adequada para
a reacdo de decomposicdo da biomassa (GAN et al., 2018). O processo de
carbonizagdo hidrotermal produz produtos finais como HC (sélido), bio-6leo
(liquido) e biogas, além de produzir produtos com maior densidade energética e
produzir produtos sélidos com melhor hidrofobicidade e menor teor de cinzas, o que
afeta crucialmente a adsortividade do BC resultante (LAW et al., 2022).

3.4 Caracteristicas do BC

A estrutura fisica e estado quimico do BC, como estrutura de poros e
espécies quimicas, tem efeitos significativos nas propriedades do BC em

aplicagbes como adsorgdo de contaminantes, catdlise e armazenamento de
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energia (LI; JIANG, 2017). Segundo Patra et al. (2021) existem alguns parametros-
chave que determinam as propriedades finais do BC: (1) propriedades da matéria-
prima, isso inclui sua composicao biopolimérica, composicao elementar, teor de
cinzas e tamanho de particula; (2) tipo de processo de conversao e tecnologia do
reator; (3) condicOes de reacdo, por exemplo, taxa de aquecimento, tempo de
residéncia, tempo de reagao, concentracao de alimentagao e catalisadores.

Li e Jiang (2017) sumarizam as analises estruturais e composicional em: 1)
estrutura de poros (area superficial, volume de poro, distribuicdo do tamanho de
poros); 2) micromorfologia observada em microscopio eletrénico de varredura
(MEV) e microscopio eletrénico de transmissédo (MET); 3) andlise elementar de C,
H, N, O e S (espectrometria de emissao atdmica com plasma ou espectrometria de
massa; e 4) analise do estado quimico (espécies quimicas, grupos funcionais,
anion, cétion, etc.) por espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios X e
ressonancia magnética nuclear de estado soélido. Essas sdo analises
frequentemente empregadas para determinar as propriedades do BC conforme a
variagcao dos parametros-chave citados no paragrafo anterior.

3.4.1 Propriedades fisico-quimica do BC

3.4.1.1 Area de superficie e porosidade

As propriedades fisicas de superficie como area de superficie especifica,
volume de poros e distribuicdo de tamanho de poros do BC bruto e ativado séo
determinadas para verificar a eficacia do processo de conversao termoquimica ou
da metodologia de ativacdo (BALAJII; NIJU, 2019). A area de superficie e a
porosidade sao propriedades fisicas importantes do BC, pois demonstra o potencial
em muitas aplicagées do BC como tratamento de aguas residuais e remediagéo de
solo (LENG et al., 2021).

A andlise tradicional de estrutura de poros de BC pode ser detalhada
empregando experimentos de adsor¢ao-dessorcao de gas pela amostra de BC (LI;
JIANG, 2017). A analise de Brunauer-Emmett-Teller (BET) envolve a adsorcéo
fisica de moléculas de gas (principalmente nitrogénio — N2) na superficie sélida
(amostra) (BALAJII; NIJU, 2019). Geralmente, o BC bruto (nativo) e BC produzido
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em baixa temperatura de pirélise possui porosidade considerada baixa com area
de superficie especifica abaixo de 100 m2.g™" e volume de poro abaixo de 0,3 cm?3.g-
' que, no entanto, podem ser melhoradas com ativagdes quimicas ou fisicas
atingindo, por exemplo, area de superficie acima de 2000 m2.g™! (LI; JIANG, 2017;
PATRA et al., 2021). Em especial, os BCs de microalgas possuem baixa area
superficial dependendo da espécie e metodologia, variando de 21 m2.g™' para
biomassa da microalgas silvestres (CHAKRABORTY et al., 2020), 1 m2.g”" para
biomassa residual de TEIS carbonizada com H2SO4 (FU et al., 2013), e 2,8 m2.g”
para biomassa de C. vulgaris comercial (SOTOUDEHNIAKARANI; ALAYAT;
MCDONALD, 2019). Em alguns casos, a area de superficie especifica pode
diminuir apds a ativacao quimica agressiva, o fato é atribuido a desintegracao dos
poros do BC e a fixagcdo bem-sucedida de grupos funcionais (BALAJII; NIJU, 2019).

3.4.1.2 Analise termogravimétrica (decomposicao térmica)

A analise termogravimétrica (TGA) é utilizada para avaliar a estabilidade
térmica das amostras de biomassa e BC nativo ou BC funcionalizado (BALAJII;
NIJU, 2019). A TGA permite identificar a capacidade de uma biomassa liberar
material volatil ou produzir residuo sélido em um processo de pirélise, possibilitando
a simulacéo do processo. A TGA é uma técnica analitica que mede a variacao da
perda de massa de um material em funcao do tempo, temperatura de reagao e taxa
de aquecimento, permitindo a determinacdo de parametros cinéticos da
decomposicao térmica de sélidos, e utilizados na modelagem matematica da
pirélise e/ou no projeto de equipamentos (SIMAO et al., 2018). Este método
fornece, entdo, informacdes sobre os fendmenos fisicos (adsorcdo, dessorcao e
transicdes de fase) e quimicos (quimissorcdo e decomposicao térmica) das
amostras que estao sendo caracterizadas (BALAJII; NIJU, 2019).

As curvas geradas a partir da TG permitem identificar os estagios de
degradacdo dos componentes da biomassa. Para a biomassa de microalgas, em
geral, ocorre primeiramente o estagio de desidratacdo (de 30 a 200°C) devido a
remoc¢ao da umidade da amostra, seguido do estagio da volatilizagdo dos principais
componentes volateis como carboidratos e proteinas (entre 200 e 450°C),

posteriormente, a decomposicao lipidica (330 e 560°C), e por ultimo o estagio de
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volatilizacdo do residuo sélido (BC) que ocorre acima dos 600-650°C
(SOTOUDEHNIAKARANI; ALAYAT; MCDONALD, 2019; YANG et al., 2019).

Em resumo, a decomposicao termoquimica das biomoléculas da biomassa
de microalgas comeca com a decomposicdo de carboidratos e proteinas em
temperaturas abaixo de 400°C; enquanto a decomposicao dos lipidios é observada
a 550°C; e o aumento da temperatura acima de 600°C, aumenta reacdes
secundarias de craqueamento dos hidrocarbonetos de maior peso molecular (bio-
6leo) em hidrocarbonetos de cadeias mais simples, ou seja, menor producao de
bio-6leo e maior liberacdo de gas (ARAVIND et al., 2020).

A decomposicédo dos varios biocompostos da biomassa ocorre de forma
sequencial passando por compostos intermediarios antes da formagdo dos
bioprodutos finais. Dada a complexidade dos biocompostos na biomassa de
microalgas, as varias possiveis vias de reacoes durante o processo de pirdlise sao

sumarizadas com base no trabalho de YANG et al. (2019) e apresentadas no

Quadro 2.

Quadro 2 - Reacoes e bioprodutos resultante dos processos de pirolise.

Biocomposto

Reacodes

Bioprodutos piroliticos

Carboidratos
(polissacarideos e
oligossacarideos)

Hidrdlise, craqueamento e
desidratacao

Acgucares anidros e furfurais

Cetonas, aldeidos, acidos e

Acucares Descarboxilagdo e desoxigenacao . .
alcoois
Qgtonas, ’aldel.dos, Craqueamento Olefinas
acidos e alcoois
Olefinas Ciclizacao Aromaticos
. g Acidos graxos de cadeia
Lipidios (TG) Hidrélise e cragueamento ¢

longa e glicerol

Acidos graxos

Descarboxilagido, descarbonilacao,
desoxigenacao e/ou craqueamento

Cetonas, aldeidos, acidos,
alcoois e hidrocarbonetos de
cadeia curta (olefinas)

Desaminacgéo, metilacdo direta,

Aminoacidos descarboxilacdo, desidratagéo, Ambdnia, COz, aminas, nitrilas
ciclizagao, dimerizagdo e homdlise
Compostos de Amadori
. (fungéo a- amino-carbonila),
Proteinas + Reacéo de Maillard que podem reagir formando
Carboidratos

aromaticos (fendis, piridinas,
pirréis e inddis)

Fonte: Sumarizado de (YANG et al., 2019).
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Como visto no Quadro 2, as principais reacées de decomposicdo de
carboidratos e lipidios sdo vias de craqueamento, descarboxilacdo e
desoxigenacao que geram compostos intermediarios como cetonas, aldeidos,
acidos, alcoois e hidrocarbonetos de cadeia curta que podem passar por reacao de
ciclizacao formando compostos aromaticos. Além disso, proteinas e carboidratos
podem se combinar por meio da reacao de Maillard e formar compostos aromaticos.
Enquanto que amino&cidos podem ser decompostos em aménia, CO2, aminas e
nitrilas.

A celulose é o principal constituinte da biomassa de microalgas, e a
decomposicao da celulose pode acontecer por dois mecanismos diferentes durante
a pirélise. O mecanismo visto na pirdlise lenta é a reacdo de fragmentagcédo para
producao de BC e produtos volateis leves como gés de sintese, aldeidos e cetonas.
Enquanto que na pirdlise rapida envolve a formagao de levoglucosana e outros
monossacarideos (ARAVIND et al., 2020).

As evidéncias na literatura indicam que o maior rendimento em producéo
de BC ocorre a uma baixa taxa de aquecimento (pirélise lenta) e baixa temperatura
de pirdlise. Tendo como exemplo, a decomposicdo da celulose, principal
constituinte da biomassa de microalgas, passa por mecanismos diferentes em
pirdlise lenta ou rapida. A pirdlise rapida envolve a formagéo de levoglucosana e
outros monossacarideos, enquanto que o0 mecanismo visto na pirélise lenta é a
reacao de fragmentacéo e, entdo, a formacao de BC e produtos volateis leves como
gas de sintese, aldeidos e cetonas (ARAVIND et al., 2020). E como os
componentes do vapor pirolitico continuam reagindo um com o outro durante o
longo tempo de reacao, a pirdlise lenta resulta em uma grande quantidade de
residuos sélidos e baixa quantidade de produtos liquidos (bio-6leo) (YANG et al.,
2019).

Os rendimentos em bio-6leo obtidos (% m/m) de Chlorella sp (YANG et al.,
2014), Chlorella vulgaris, Dunaliella salina (GONG et al, 2014), Chlorella
protothecoides (PENG; WU; TU, 2000), e Chlorella vulgaris (ZAINAN et al., 2018)
foram de 35% a 425°C, 60,7% a 500°C, 64,9% a 500°C, 52% a 500°C e 19,7% a
400°C, respectivamente. Os rendimentos em bio-6leo sdo maiores conforme o
aumento da temperatura de pirdlise. Sotoudehniakarani et al. (2019) demonstram

que, o aumento da temperatura de 450°C para 550°C, o rendimento em BC cai



60

cerca de 42,5% para de 32%, ao passo que o rendimento em bio-6leo aumenta de
28%. para cerca de 47%.

Apesar do excelente potencial energético do bio-6leo de microalgas é
necessario reduzir os teores de oxigénio e nitrogénio do bio-6leo. As vias para
reducdo destes compostos sdo o hidroprocessamento com a conversao do
nitrogénio em aménia via hidrodenitrogenacgao, e o craqueamento catalitico com a
hidrodesoxigenacao e descarboxilagdo para reduzir o teor de oxigénio no bio-6leo
(YANG et al., 2019).

Em estudos de pirdlise da biomassa de Spirulina, os rendimentos em BC
aumentaram conforme a temperatura de pirdlise diminuiu para 350°C. Os
rendimentos em BC (% m/m) de Spirulina platensis obtidos por Jena e Das (2011)
foram de 39,7% a 350°C e 25,6% a 500°C, enquanto que Yang et al. (2014)
obtiveram cerca de 40% a 350°C e 26% a 500°C para a mesma espécie de
cianobactéria. No estudo realizado por Chaiwong et al. (2013b) os rendimentos em
BC de Spirulina sp. foram de 33% a 450°C e 31% a 550°C. As andlises de TG
aplicadas por Simao et al., (2018) na biomassa de S. maxima mostraram que,
quanto maior a taxa de aquecimento e temperatura de pirélise, maior é a taxa de
perda de massa, portanto, maior formacao de hidrocarbonetos arométicos (bio-
6leo) e o decréscimo na formagao de BC.

Assim a baixa taxa de aquecimento e o longo tempo de reacdo podem
resultar em maior quantidade de BC. Segundo Ronsse et al. (2013), o longo tempo
de permanéncia pode resultar em mais condensacdo e polimerizacdo de
compostos, fato que maximiza o rendimento em residuo sélido. Deste modo, a
maximizagdo em rendimento de BC acontece em uma faixa de temperatura de
pirélise mais baixa. Como sugerem Jena e Das (2011) e Yang et al. (2014), a
pirélise da biomassa deve ser realizada em uma faixa de temperatura préximo de

350°C para maior rendimento em BC.

3.4.1.3 Infravermelho (IR)

A analise de infravermelho (IR, do inglés Infra Red) é uma técnica analitica
que identifica materiais organicos, inorganicos e poliméricos no espectro
eletromagnético do infravermelho. Este método aplica luz infravermelha para

escanear as amostras e exibe os modos de alongamento e vibragéo de cada grupo
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quimico presente nas amostras (BALAJII; NIJU, 2019). Para o BC, a técnica é
utiizada para revelar as modificagcbes do grupo funcional da superficie nas
amostras nativas, e amostras ativadas ou funcionalizadas (BALAJII; NIJU, 2019).
Os espectros da superficie do BC obtidos vao variar conforme a natureza da
biomassa, pré-tratamento ou técnicas de ativacao que sdo realizadas no material

solido.

3.4.1.4 Difracao de Raio X (DRX)

A difracao de raios X (DRX) é uma técnica nao destrutiva empregada para
analisar materiais cristalinos. Este método utiliza um feixe monocromatico de raios-
X e fornece informagbes sobre a amostra testada, que incluem principalmente
cristalinidade, tamanho médio de grao e fases, bem como, revela a natureza amorfa

e cristalina de amostras de BC nativas e funcionalizadas (BALAJII; NIJU, 2019).

3.4.1.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise de MEV envolve a varredura da superficie da amostra com um
feixe de elétrons para gerar imagem morfolégica da amostra e sao realizadas para
analisar as alterac6es morfol6gicas que ocorreram apos as etapas de ativacao nas
amostras de BC. (BALAJII; NIJU, 2019).

3.4.1.6 Composicao elementar

Os resultados em composicao elementar do BC de microalgas tém elevado
grau de diferenciacdo do BC da biomassa lignocelulésica. A caracterizagdo em BC
derivado de microalgas realizada por Binda et al. (2020) revelou a presenca de
heteroatomos dopantes (elementos de dopagem de N, P, K, Mg) em concentragdo
dez vezes maiores em comparacao com biomassa lignocelulésica, bem como uma
maior presenca de grupos funcionais de superficie contendo oxigénio, sugerindo
seu alto potencial para aplicagdes ambientais. A presenca desses elementos pode
apresentar concentracdes diferentes dependendo da espécie de microalgas.
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Segundo Gan et al. (2018), a biomassa in natura de microalgas nao €
adequada para uso como combustivel solido e muitas aplicagdes de engenharia
por ter baixo poder calorifico, alta umidade e alta razao atémica H/C e O/C. Ja o
BC de microalgas normalmente tém mais nitrogénio e teor de oxigénio, bem como
menor teor de carbono em comparacao com BC lignocelulésico (BIRD et al., 2011).
Isso caracteriza uma alta razdo O/C e baixa razao C/N, que estdo associadas a
hidrofilicidade e hidrofobicidade da superficie, respectivamente (LAW et al., 2022).
A razao molar O/C é indicativo dos grupos polares na superficie das amostra,
assim, associada a hidrofilicidade da superficie (AMIN; CHETPATTANANONDH,
2019). A alta relagdo O/C contribui para uma boa adsor¢cao de metais pesados,
enquanto a baixa relacao C/N favorece a adsorgéo de poluentes inorganicos (AMIN;
CHETPATTANANONDH, 2019).

No geral, comparativamente ao BC de biomassa lignocelulésica, os BCs
derivados de microalgas séo baixos em conteudo de carbono, area de superficie e
capacidade de troca catibnica, mas altos em pH, cinzas, nitrogénio e nutrientes
inorganicos extraiveis como P, K, Ca e Mg (BIRD et al., 2011).

No estudo apresentado por Binda et al. (2020), as amostras de BC de
Spirulina sp e Chlorella vulgaris mostraram composi¢cdo quimica semelhantes
(somente uma estreita diferenca na concentracdo de Mg e K). No entanto, na
amostra de BC de Nannochloropsis sp foi observado altas concentracdes de metais
alcalinos e alta quantidade de cinzas (afeta negativamente os rendimentos em BC).
No mesmo estudo, a micromorfologia da amostra de BC de Nannochloropsis sp
apresentou ser diferente das amostras do BC de Spirulina sp e Chlorella vulgaris,
onde foram observados alta rugosidade superficial e grande nimero de sitios ativos
porosos no BC da Nannochloropsis sp., caracteristicas interessantes para
aplicagbes eletroquimicas e catélise, diferentemente da menor rugosidade e
estrutura morfoldégica em forma de folha para o BC das outras duas espécies de

microalgas, tornando seu BC mais atrativos para aplicagdes de correcéao de solos.

3.4.2 Ativacao de BCs

Carvao ativo (CA) é o termo dado ao carvao ou BC com alta area superficial

e estrutura altamente porosa. Logo, a ativacao de BC (Figura 11) € um tratamento
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no qual se tem modificacdo da superficie do BC afim de desenvolver alta
porosidade e maior area superficial especifica (PATRA et al., 2021).

As estruturas de poros desenvolvidas na superficies do BC (Figura 12)
podem ser categorizadas como macroporos (> 25 nm), mesoporos (entre 1 nm e
25 nm, microporos (< 1 nm) (HEIDARINEJAD et al., 2020). O CA pode ter uma area
de superficie préxima ou superior a 1.500 m2.g™", cerca de cinquenta vezes maior
que a de um BC nativo (PATRA et al., 2021).

Figura 11 - Mecanismo de ativacdo de BC: aumento de estrutura de poros e area superficial.

Estrutura de Sitios de contato mais disponiveis e
macroporos estrutura de poros mais acessivel

Ativacao

Biocarvao

Estruturas de Maior area de
microporos e superficie
Mmesoporos

Fonte: Traduzido de TAN et al. (2017).

Figura 12 - Modelo de BC ativado poroso e grupos funcionais de superficie

O, OH o\\ /OH

N\ /

Mesoporo

Microporo

Fonte: Traduzido de LEE; KIM e KWON (2017)

Os CAs podem ser obtidos da carbonizagdo-ativacao direta (ativagdo em
uma etapa) ou primeiro carbonizando a biomassa e depois ativando o BC em CAs
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(ativacao em duas etapas) (BERGNA et al., 2018). Essas modificagdes podem
fornecer locais de contato mais disponiveis entre o BC e os adsorbatos (moléculas
a serem adsorvidas na superficie), bem como formar uma estrutura de poros
facilmente acessivel aos adsorbatos (TAN et al., 2017). Zhu et al. (2018) destacam
que em seus experimentos a area superficial e propriedades quimicas da superficie
tiveram papel importante no processo de adsor¢éo, enquanto que a boa estrutura
de poros (macro, micro € mesoporos) foi o elemento indispensavel para aumentar
a capacidade de adsorcéo.

Esses processos de modificacdo da superficie do BC s&o classificados em

duas categorias com base na natureza do procedimento: 1) Fisica e 2) Quimica.

3.4.2.1 Ativacao fisica

A ativacao fisica (ou ativacao gasosa) se refere ao processo de exposicao
do BC ao fluxo de agentes oxidantes gasosos em altas temperaturas (ANTO et al.,
2021). Os agentes oxidantes comumente usados sdao COg, vapor, ar, ou mistura
binaria de CO2 e N2 (PATRA et al., 2021). A ativagdo por ar (ou oxigénio) é um
método econémico devido a demanda de temperatura de ativagdo relativamente
menor (<500 °C) em comparacao aos 800-900°C na ativagcao com vapor ou CO2
que sao os ativadores mais utilizados (LENG et al., 2021). Segundo Leng et al.
(2021) as principais reagdes ocorridas no processo de ativacao sao:

C + CO2 » 2CO0 (ativagao por COz2)

C + O2 > COg2 (ativagao por oxigénio)

C + H20 = CO + H2 (ativagao por vapor)
2C + H2 > 2C(H) (ativacao por vapor)

Em geral, a ativagdo fisica é realizada apos a pirdlise da biomassa. No
entanto, o processo de ativacao € de dificil controle devido as violentas reagdes

exotérmicas.
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3.4.2.2 Ativacao quimica

A ativacao quimica envolve a adicao de agentes de ativacdo quimica, ou
previamente no curso da carbonizacao da biomassa seca (ativagdo em uma etapa),
ou adicionados ao BC formado, incluindo carbonizagéo inicial e ativagao (ativacao
em duas etapas) (ANTO et al., 2021; HEIDARINEJAD et al., 2020). A impregnagao
do agente de ativagdo quimica ocorre sob uma atmosfera inerte onde as
temperaturas geralmente estao na faixa de 450 a 900 °C, temperaturas mais baixas
do que as temperaturas necessdrias para a ativacao fisica (LENG et al., 2021;
PATRA et al., 2021).

Em comparagdo com a ativacao fisica, o BC quimicamente ativado possui
maior area superficial e microporos bem desenvolvidos, porém, geralmente, possui
uma densidade e rendimento mais baixos (LENG et al., 2021). No entanto, a
ativacdo quimica € considerada mais economicamente viavel que a ativagéao fisica,
pois apresenta vantagens devido a menor demanda de tempo e temperatura de
processamento, CA de alta porosidade com alta formagao de mesoporos (BALAJII;
NIJU, 2019; BERGNA et al., 2018; PATRA et al., 2021).

Na ativagdo quimica varios reagentes quimicos tem sido utilizados como
agentes ativadores, e incluem ZnClz, H3PO4, KOH, H2SO4 e HNO3 (OREGE et al.,
2022). No entanto, KOH, ZnClz e H3PO4 sdo os agentes quimicos mais comuns de
serem utilizados.

A ativacdo com KOH consiste na oxidacao do carbono para gerar uma rede
de poros (HERNNDEZ-MONTOYA; GARCA-SERVIN; BUENO-LOPEZ, 2012). A
reacao quimica durante a carbonizacao é incerta, porém Lillo-Rédenas et al., (2003)
inferem a seguinte reacdo quimica com os metais alcalinos:

6KOH + 2C < 2K + 3Hz2 + 2K2COs

Durante a reacao de ativagdo com KOH, os elementos metalicos (K) podem
entrar na estrutura de carbono e, quando sdo removidos durante a lavagem, as
redes de carbono se mantem expandidas formando ainda mais microporos (LENG
et al., 2021).

Diferentemente da acao oxidativa do KOH, a ativagao quimica por ZnClz ou
HsPO4 é realizada em uma etapa, pois este processo de ativacao é realizada por
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meio da desidratacao e reacdes de reticulagcao, incluindo condensacéo e ciclizagao
que séo benéficas para a formacao de poros (LENG et al., 2021).

O ZnCl2 é um sal com natureza acida de Lewis e permanece em estado
liquido no processo de ativacao, penetrando na biomassa devido a sua dissolucao
na celulose e se distribui uniformemente na estrutura atuando como um esqueleto
durante a carbonizacao, que resulta na formacéo de poros apds a sua remogao na
lavagem do BC (LENG et al., 2021). J& 0 HsPO4 € o ativador acido mais comumente
utilizado e age de forma semelhante ao ZnClz por meio da desidratacao e reacoes
de reticulacédo, onde microporos e grupos funcionais contendo P s&o introduzidos
no BC, e ésteres de fosfato organicos (produtos da reacéo entre radical fosfato e
grupo alcool de biomassa) podem proteger o esqueleto de carbono e evitar o
colapso das estruturas microporosas (LENG et al., 2021).

Além das reacbes com o material sélido, a melhora das propriedades do
BC (area superficial e a porosidade) aos tratamentos com agentes quimicos séao
atribuidos, também, a remocao de impurezas na superficie do BC pelo agente
quimico (TAN et al., 2017).

Comumente, o ZnCl2 gera mais area de superficie do que o0 H3POa, porém
€ menos utilizado devido as preocupag¢des ambientais, sendo que o H3PO4 tem
menos restricbes ambientais e toxicoldgicas, e requer uma temperatura de ativagéao
mais baixa que o NaOH (HEIDARINEJAD et al., 2020). Segundo Tan et al. (2017),
o tratamento com H3PO4, também, pode introduzir ou aumentar o nimero de grupos
funcionais na superficie do BC como grupos amino, carboxilicos, e grupos contendo
oxigénio. Sobre outros ativadores, o autor ainda complementa que HNO3 é mais
eficaz em introduzir uma grande quantidade de grupos funcionais acidos na
superficie do BC do que o KMnQOs4, enquanto o tratamento com NaOH teve os
efeitos opostos, aumentando a basicidade do BC (TAN et al., 2017). Além disso, a
adicao de grupos N-funcionais e N-precursores organicos/inorganicos (NH4Cl,
ureia, tioureia, NHs) melhora a alcalinidade do BC (SINGH et al., 2021).

As propriedades do BC ativado variam amplamente entre diferentes
matérias-primas e processos de ativacdo, assim, os métodos de ativacdo se
concentra principalmente em melhorar uma propriedade alvo do BC (TAN et al.,
2017). Logo, a selecdo do agente quimico aplicado na ativacdo € baseada na
finalidade da aplicacao do BC. O BC destinado a adsorver um elemento carregado
negativamente é ativado com bases para que transmita carga positiva em sua



67

superficie, proporcionando assim forte afinidade entre adsorvente e adsorbato
(ANTO et al., 2021). Do mesmo modo, para o BC adsorver um elemento carregado
positivamente, a ativacao é feita com acido para melhor capacidade de adsorcao
(ANTO et al., 2021).

3.4.3 BC na remocao de Poluentes

E conhecida a existéncia de varios poluentes organicos e inorganicos nas
aguas residuais resultantes das atividades industriais, agricolas e urbanas como
microplasticos, medicamentos orais, antibidticos, altas cargas de nutrientes (por
exemplo, nitrogénio, fésforo), metais pesados e pesticidas, téxteis, que colocariam
em risco diretamente o ecossistema aquatico, bem como ameagariam a saude
humana indiretamente (LAW et al., 2022; REZA et al., 2020).

Portanto, se torna cada vez mais importante o desenvolvimento de
tecnologias de tratamento de aguas residuais e o0 BC ganha significativa atencéo
como um adsorvente renovavel de baixo custo e alta eficiéncia devido a sua grande
atividade de adsorcdo que potencializa sua aplicagcdo em varias questdes
ambientais, incluindo a remediacdo de poluentes (tanto organicos quanto
inorganicos) e metais pesados no solo, agua, ar e outros meios gasosos, bem como
o sequestro de carbono (DAl et al., 2019; PATRA et al., 2021; SINGH et al., 2021).
Em aguas potaveis, o tratamento com BC & mais segura em comparagdo com
métodos existentes (filtracdo de areia, fervura, desinfeccdo solar, cloracéo) por
manter as propriedades organolépticas da agua, enquanto os outros métodos
geram subprodutos cancerigenos (por exemplo, cloracdo) e/ou aumentam as
concentragbes de contaminantes quimicos (por exemplo, fervura) (GWENZI et al.,
2017).

A substancia que tem potencial para adsorver materiais € conhecida como
adsorvente e a substdncia que se destina a adsorcdo € conhecida como
adsorbato/sorbato (ANTO et al.,, 2021). Ou seja, o BC é denominado material
adsorvente e o0s poluentes, ou materiais de interesse de adsorcdo, sao
denominados adsorbato.

Os fatores responsaveis pela fixacdo adequada do adsorbato no
adsorvente sdo a area de superficie, tamanho e volume dos poros, pH e 0s grupos
quimicos aderidos (ANTO et al., 2021). A quimica da superficie do BC é afetada
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principalmente pelo tipo da matéria-prima, pH e temperatura (DAl et al., 2019).
Enquanto que os fatores para o adsorbatos sdo o tamanho para se ajustar a area
de superficie do adsorvente, natureza de solubilidade e capacidade de se ligar aos
grupos quimicos (ANTO et al., 2021).

De maneira geral, os principais mecanismos de adsor¢dao de um BC
incluem sorcao fisica, interacdo eletrostatica, complexacdo de superficie, co-
precipitagao, troca ibnica, degradacao ou oxidacao e interagdes - (LAW et al.,
2022). Ja o mecanismo de adsorcao para remoc¢ao de poluentes organicos inclui
principalmente atracdo eletrostatica, preenchimento de poros, interacdao -1
doador-aceptor de elétrons, ligacdo H, adsorcdo de complexos, interacdes
hidrofébicas (DAl et al., 2019).

A modificacdo das propriedades quimicas da superficie do BC através da
ativacao (Figura 13) pode ter grande efeito na remocao de adsorbatos, como
grupos funcionais carboxila, hidroxila e amino pode oferecer mais sitios de ligacao
para metais pesados (Figura 13 A) e promover a forga motriz da adsor¢ao de metais
no BC, incluindo atracao eletrostatica, troca ibnica e complexacao da superficie
(TAN et al., 2017).

Figura 13 - Mecanismos de adsorcao para varios contaminantes: modificacao das
propriedades quimicas da superficie do BC e seus efeitos (a) na remocao de metais

pesados e(b) na remocao de contaminantes organicos.
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Da mesma forma, o aumento da quantidade de grupos funcionais de
superficie no BC pode criar sitios mais ativos para a ligacdo de adsorbatos
organicos (Figura 13 B) e fortalecer as reacoes entre BC e adsorbatos orgéanicos,
como atracao eletrostatica e ligacado de hidrogénio (TAN et al., 2017). Grupos
fendlicos (-OH) e amino (-NHx) contendo elétrons desemparelhados também
desempenham um papel vital na remocéao de poluentes (SINGH et al., 2021).

Um grande numero de estudos mostrou a 6tima adsorcdo de metais
pesados, farmacos e corantes, bem como, a de possuir propriedades cataliticas ou
de melhora das propriedades cataliticas do BC. Entre os varios exemplos do BC
utiizado na remogédo de poluentes encontrados na literatura, o BC derivado de
residuos de biomassa agricola estudado por Chen, B., Chen, Z. e Lv (2011) foram
eficazes na adsorgédo de naftaleno, nitrotolueno e fosfato, sendo um potencial de
aplicagbes ambientais e agricola. Vyavahare et al. (2018) obtive alta capacidade de
adsorcao do corante Verde Malaquita, 3000 mg.g™', pelo BC derivado de bagaco
de cana de acgucar. Ja o BC derivado de fibra de palma estudado por Zhou et al.
(2019) teve capacidade de adsorcao do metilparabeno, um conservante de
cosméticos e farmacos, de 349,7 mg.g™'. Enquanto que o BC derivado da casca de
pomelo idealizado por Tran et al. (2020) apresentou capacidade de adsorgéao de
paracetamol de 147 mg.g™.

Poo et al. (2018) avaliaram a capacidade de adsorcado de metais pesados
pelo BC derivado das macroalgas Saccharina japonica e Sargassum fusiforme
obtendo capacidades de adsorcao de cobre (Il) de 98,6 mg.g' e 94,1 mg.g", de
cadmium (Il) de 60,7 mg.g' e 37,2 mg.g™', e de zinco (ll) de 84,3 mg.g™' e 43 mg.g°
! respectivamente.

Peng et al. (2014) aplicaram o BC derivado de microalgas com sucesso na
remocao de poluentes como a remoc¢ao de tetraciclina de sistemas aquosos com
capacidade de adsorgdo de 95,86 mg.g'. O BC derivado do residuo de Spirulina
(p6s extracdo de ficocianina) produzido por Ge et al. (2020) exibiu adsorcao
satisfatéria de mercurio (Il) com méaxima capacidade de 196,1 mg.g™'. Zheng et al.
(2017) utilizaram o BC derivado da Chlorella sp. na adsorcao de p-nitrofendis e
obteve capacidade de adsorgdo de 204,8 mg.g' e atribuiu a capacidade de
adsorcao superior a forte polaridade dos sitios ativos do BC. Em condicdes
especificas de pH, Amin e Chetpattananondh (2019) alcancaram uma alta eficiéncia
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na adsorcdo de cromo (VI), zinco (ll) e niquel (Il) utilizando o BC derivado da
biomassa residual da extragao de 6leo da microalga Chlorella sp. As capacidades
de adsorcgao foram 18,86 mg.g™, 21,31 mg.g™' e 27,45 mg.g™' para cromo (VI), zinco
(1) e niquel (I1), respectivamente. Exemplos assim, demonstram o forte potencial
do uso do BC de microalgas no tratamento de &guas residuais ou no controle
emergencial da poluicdo de agua.

Heidarinejad et al. (2020) ressaltam as vantagens do BC ativado, em
comparacao as zedlitas ou adsorventes poliméricos, como: alta qualidade no
tratamento de efluentes, projetos de processo simples, facil exploracdao do
processo, resisténcia a ambientes corrosivos e toxicos, alto potencial na purificacao
de gases e liquidos e seu uso como suporte para catalisadores. E dada a sua ampla
gama de aplicagdes, o uso do BC é considerado um cenario vantajoso tanto para
a gestao de residuos quanto para a remediacao ambiental (PATRA et al., 2021).

3.4.4 BC como suporte catalitico

As aplicagbes dos BC, em especial BC de microalgas, sao vastas, mas a
atividade catalitica para a producdo de biocombustiveis utilizando o BC de
microalgas tem ganhado importancia nesse campo de pesquisa (ANTO et al.,
2021). Foi visto que o BC é facilmente funcionalizado e pode adquirir sitios
cataliticos &cidos ou basicos (ativacdo quimica), e/ou adsorver compostos
cataliticos (impregnacao). Fu et al. (2013), por exemplo, relatam que a celulose € 0
principal componente do residuo da biomassa de microalgas apds a extragdo do
6leo, portanto, uma estrutura sélida de carbono com alta densidade de grupo
funcionais podem ser obtidos na conversdo termoquimica. Assim, um catalisador
sélido acido a base de BC pode ser efetivamente preparado a partir de residuos de
microalgas. Logo, o BC € um material que permite a sua utilizagdo como suporte
catalitico com propriedades particulares como a resisténcia térmica, estabilidade
em meios basicos ou &cidos, e a facil adsorcdo de metais.

O emprego do BC como catalisador ou suporte heterogéneo, ou seja,
catalisador baseado em carbono (carvao ou BC), em reacdes de TEIS da biomassa
de microalgas € eventualmente mencionado na literatura, porém, estes sao
considerados ideais devido as caracteristicas desejaveis para um suporte catalitico,

incluindo o custo mais baixo de matéria-prima (fontes renovaveis), alta area de
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superficie, estabilidade térmica e adaptacao de grupo funcionais, tornando-o ideal
para a producao de biodiesel, por exemplo (CHI et al., 2021; KONWAR; BORO;
DEKA, 2014)

O BC feito a partir de microalgas normalmente tém area superficial menor
do que o BC de biomassa lignocelulésica, mas pode ser melhorado aumentando a
temperatura da conversdo termoquimica (LAW et al, 2022). Ademais, as
microalgas sao renovaveis e cultivaveis em grande parte da natureza e faceis de
converter em BC em curto periodo de tempo e baixa temperatura devido a auséncia
de lignina na sua biomassa (ANTO et al., 2021).

Em aplicagées do BC como catalisador heterogéneo, 0 maximo rendimento
de biodiesel foi sensivel ao teor de lignina da biomassa fonte de BC, mas nao
mostrou-se sensivel ao teor de celulose e hemicelulose (LEE et al., 2017). Isso
garante uma grande vantagem ao BC de microalgas como um catalisador
heterogéneo em potencial para ser usado para reduzir o pre¢co do biodiesel,
fazendo-o competir com o diesel derivado do petréleo (ANTO et al., 2021).

Assim, o BC mantém vantagem elevada em comparacdo com outros
catalisadores de base solida comercialmente disponiveis devido ao seu: i) baixo
custo ii) ecologicamente correto iii) processos de producéo faceis, iv) reutilizacédo e
v) biodegradabilidade, sendo, entdo, chamados de catalisadores verdes, também
devido a disponibilidade sustentavel de matéria-prima (CHI et al., 2021).

Embora muitas pesquisas tem se concentrado nos diferentes aspectos da
aplicacao do BC, seu uso como catalisador, em especifico o BC de microalgas, tem
sido pouco estudado (CHI et al., 2021). Portanto, o estudo sistematico abre
caminho para o emprego de BC derivado de microalgas em campos de aplicacao
até agora inexplorados (BINDA et al., 2020), sendo essencial investigacdo em larga
escala para entender seu potencial em viabilidade a longo prazo e viabilidade
econbmica (CHI et al., 2021).

Poucos artigos de pesquisa sao relacionados a produgédo de biodiesel
utilizando BC de microalgas como catalisadores para o processo de esterificacao e
TE (ANTO et al., 2021). A impregnacgao por compostos cataliticos, em especifico o
BC da biomassa de S. maxima, e a sua aplicacao como catalisador na reagéao de
TEIS ainda nao foram explorados e merecem estudos especificos para este fim.
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3.5 Reacao de transesterificacao in situ (TEIS)

Como visto no capitulo 3.2.1, o biodiesel (ésteres alquilicos de acidos
graxos) é produzido pela reacao de TE e esterificacdo de 6leos por catalise acida
ou basica. Para isso, o processo de producao de biodiesel envolve a extracdo dos
lipidios da biomassa, e posterior conversdo do 6leo extraido em biodiesel. Esse
processo pode ser denominado processo em duas etapas: extragdo seguida de
conversao.

Para o alto rendimento de producéo de biodiesel de microalgas, a demanda
primaria de energia sdo decorrentes de colheita e pré-tratamentos como
desidratacédo, secagem, extracdo de lipidios, conversao e purificagdo, no entanto,
essa demanda torna o processo economicamente pouco atraente (KIM et al., 2022;
KUMAR; SINGH, 2019). Estima-se que somente o processo de exiracao e
purificagdo impacta em 70 a 80% no custo de produc&o do biodiesel de microalgas
(GO et al., 2016).

A extracao convencional de 6leo de microalgas aplica a destruicao fisico-
quimica da biomassa de células secas antes da conversao (LOH et al., 2021).
Apesar de existirem pré-tratamentos que melhoram a capacidade de extracdo de
lipidios intracelulares como: moagem por esferas, homogeneizacdo de alta
pressao, hidrélise enzimatica, estresse térmico, osmose reversa em autoclave e
desidratacao por pressao osmotica em suspensao em etanol (BANERJEE et al.,
2019; KIM et al., 2019; NITSOS et al.,, 2020), esses processos de extracdo
necessitam de muito tempo, energia, agua e produtos quimicos (ZORN et al.,
2022b).

Por isso tem havido um aumento no interesse em se processar a biomassa
da microalga com reagao de transesterificacdo de maneira in situ (TEIS), ou seja,
realizar a extracdo dos lipidios e a reagdo de transesterificacdo/esterificacdo de
maneira concomitante, em uma unica etapa do processo.

A principal vantagem do processo de TEIS é eliminar a certas etapas de
downstream como pré-tratamento e extracdo de éleo da biomassa, minimizando o
consumo elevado de solventes e tempo operacional (KIM et al., 2019; LEWIS;
NICHOLS; MCMEEKIN, 2000). A eliminacdo da etapa de extracdo de lipidios
também resulta em menor custo de investimento inicial, de instalacdo de

equipamentos e manutencdo, e consumo de energia (KIM et al, 2019;
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SKORUPSKAITE; MAKAREVICIENE; GUMBYTE, 2016). Além disso, em
comparacao com a TE convencional em duas etapas, a TEIS realizada por Loh et
al. (2021) demostrou um aumento na recuperagao de ésteres de 36,4% e 53,0%,
respectivamente para as cepas de C. vulgaris e M. gracile.

Ao se processar a TEIS com biomassa seca, Ehimen et al. (2010)
investigaram isoladamente os parametros de volume de alcool vs temperatura,
tempo de reagdo, agitacdo e umidade. Desta maneira, os melhores resultados
atingiram uma conversao de lipidios de 92% utilizando 4 mL de metanol e 0,15 mL
de H2S04 a 90°C em 1 h de reagédo. Lemdes (2011) demonstra que o rendimento
utiizando a rota metilica ou etilica na conversdo direta de lipidios nao variou
significativamente, atingindo conversdes proximas a 98%. Utilizando HCI como
catalisador da TEIS da biomassa seca, Ghosh et al. (2017) obtiveram uma
conversao de 95% dos lipidios realizando a reacdo com 5 mL de metanol e
catalisador a 4 mol.L'" em 7 h de reacdo a 65°C. Branco et al. (2020) realizaram a
TEIS da biomassa seca assistida por ultrassom com 4 mL de etanol, 0,5 mL de HCI
e 6 mL de hexano, e obtiveram 95,65% de conversdo em 120 min de reacéao a
60°C.

Estequiométricamente, a formacédo do biodiesel na TE ocorre em uma
razdo molar estequiométrica de 3:1 para alcool:triglicerideo. No entanto, a TEIS é
processada com excesso do alcool em cerca de 10.000 mol de alcool por mol de
lipidios esterificaveis (NGUYEN et al., 2020). A alta razao molar aumenta o contato
entre o alcool e o triglicerideo, logo, desloca o equilibrio favorecendo a formacéao
de mais produtos, no entanto, uma diminuicao da taxa de recuperagao pode ser
observada devido a ma separacao do glicerol (OREGE et al., 2022). O alcool além
de atuar como reagente (aceptor acil ), também, atua como solvente do processo
de TEIS (PEDRO et al., 2021). Assim, o limiar € essencial para evitar a diluicdo da
concentracao do catalisador e a desativacado do sitio ativo que pode levar a um
baixo rendimento de biodiesel (OREGE et al., 2022).

No modelo fenomenolégico apresentado por Branco et al. (2020), os
valores de coeficiente de massa sugerem que o alcool se move na fase sélida
(biomassa) com taxa de conveccdo menor que a dos acidos graxos se difundem
para o meio reacional, garantindo maior disponibilidade lipidica na primeira metade
da reacdo. Os autores ainda verificaram que a producao de ésteres € maior no
periodo inicial da reac¢ao devido a essa maior disponibilidade de lipidios, onde 75%
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do rendimento de conversao é alcangado nos primeiros 60 min de reacéo, tendendo
a atingir um maximo de conversao ao longo do tempo (platé). Nguyen et al. (2021)
também relatam que o rendimento em ésteres aumenta ao longo da TE, no entanto,
um platd é alcancado apds um certo periodo de tempo.

Inicialmente, a umidade da biomassa foi relatada como parametro de
inibicdo da TEIS, tendo a reagdo completamente inibida em umidade superior a
32% em processos com baixa razao alcool/biomassa e sem a utilizagdo de co-
solventes (EHIMEN; SUN; CARRINGTON, 2010). Kim et al. (2019) apontam que a
inibicao da TEIS pela umidade é resultado da formacao de aglomerados de prétons
ao redor do catalisador, onde esse excesso de carga no catalisador é desfavoravel
(LEE et al., 2022).

No entanto, a TEIS de biomassa de microalgas umida é um dos métodos
emergentes para produzir biodiesel, pois esta abordagem, além da extracdo de
lipidios, também exclui etapa de uso intensivo de energia da secagem através da
fusédo do processo (NGUYEN et al., 2021). Assim, o desenvolvimento de pesquisas
tecnolégicas que melhore o balanco energético do biodiesel microalgal, como
pesquisas de TEIS de biomassa Umida, merece uma analise mais concentrada.

Da literatura, Kim et al. (2015) utilizaram o HCI como catalisador na rota
metilica da TEIS com biomassa contendo 80% de umidade e obtiveram um
rendimento de 90%. Por sua vez, Suh et al. (2015) avaliaram o pré-tratamento com
alcool a partir de amostra com 80% de umidade resultando em 70% de conversao
em apenas 30 min de reacdo para a microalga Ettlia sp. Salam et al. (2016)
utilizaram dodecil sulfato de sédio (DSS) e H2SO4 no meio reacional e atingiram um
rendimento em biodiesel de 98,3% com uma biomassa com 20% de umidade.

Macias-Sanchez et al. (2018) utilizaram a metodologia de superficie de
resposta na TEIS metilica em uma amostra com 81,1% de umidade. Os autores
relatam que a otimizacao converteu 100% dos AGL em 105 min de reagédo a 100°C
(254 mL de metanol e 3,7% v/v de H2SO4) com um rendimento de 78,7% em ésteres
metilicos.

Sung e Han (2018) obtiveram 94,6% de conversao na rota etilica da TEIS
com biomassa de Aurantiochytrium sp. com 40% de umidade em 30 min de reagao
a 70°C. Os autores processaram a TEIS umida no ultrassom utilizando o alcali

K2COs como catalisador (3% m/v catalisador:etanol, 10:1 razado etanol:biomassa)
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sem incidéncia da saponificacdo. Segundo os autores, a escolha do etanol e
ultrassom foram capazes de reprimir a saponificagao.

Com umidade de 75% da biomassa e rendimento de conversao de 96%,
Nguyen et al. (2020) demonstraram que 0 aumento da concentragcdo de metanol
resultou em uma melhoria mais significativa em ésteres em comparagdo com a
concentracao de H2SO4. Os autores defendem que o efeito sinérgico do co-solvente
na extracdo dos lipidios e 0 aumento da solubilidade entre a fase lipidica e metanol
acelera a reacao de TEIS ao utilizar a biomassa umida. Por fim, os autores afirmam
gue a adicao do co-solvente tem como objetivo aumentar a solubilidade do lipidio
(ndo polar) na fase alcool (polar) e co-solventes com indice de polaridade de faixa
média foram ideias para alto rendimento de ésteres em TEIS, como n-butanol ou
THF.

Do estudo anterior, Pedro et al. (2021) maximizaram o rendimento em
massa e a conversao da reacao de TEIS com biomassa umida (84%) da microalga
Chlorella minutissima. O estudo efetuado com biomassa Umida atingiu ganhos
percentuais de extracao de 30 a 40% em massa, com médias de 84% a 98,4% de
conversao, resultado competitivo ao processo tradicional de duas etapas. Embora
a umidade tenha afetado negativamente a converséo lipidica em ésteres etilicos,
foi observado que a presenca de dgua no meio, potencialmente, promove o inchago
das paredes celulares das microalgas facilitando a transferéncia de massa dos
reagentes.

Segundo Cohen (1999), existe um efeito de inchamento das células na
biomassa umida que facilita o acesso dos reagentes ao interior da célula, bem como
a dissolucao dos lipidios no meio reacional. Pode se inferir, entdo, que a
permeabilidade da parede celular € aumentada com o aumento da umidade da
biomassa devido ao comportamento hidrofilico dos polissacarideos da parede
celular da microalga (PEDRO et al., 2021). Logo, a umidade na biomassa, em niveis
adequados, pode favorecer o0 mecanismo da reacao in situ ao ponto de dissolver
no alcool e nao interferir na reagao de TEIS. Lee et al. (2022) demonstram que, em
certas condicdes reacionais, a agua promove a hidrolise dos TG aumentando a
formagédo de ésteres de acido graxo.

Para Orege et al. (2022), existem uma relacdo direta entre temperatura e
rendimento de ésteres. Os autores afirmam que a resisténcia a transferéncia de

massa em alta temperatura € reduzida entre o reagente e o catalisador, o que
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resulta em alta conversao dos lipidios. No entanto, Kim et al. (2019) atentam para
que a TEIS umida tende a ter caracteristicas distintas dependendo da temperatura
de reacéao aplicada e do incremento na temperatura da reacéo, e pode compensar,
ou ndo, a inibicao causada pela agua.

Assim, Kim et al. (2019) classificam a TEIS Uumida pela temperatura de
reacao: baixa temperatura (abaixo de 100°C), média temperatura (entre 101-
200°C) e alta temperatura (acima de 200°C), e discorre que cada classificagdo de
temperatura fornece caracteristicas distintas do processo de TEIS Umida,
independentemente das espécies de microalgas e variagcdo de umidade.

Nguyen et al. (2021) comparam a TEIS de biomassa de microalgas umida
(75% de umidade) e seca em baixa temperatura (a 60°C). A TEIS de biomassa
seca atingiu o platé de conversdao em 45 min, enquanto que a TEIS de biomassa
Uumida atingiu o platé em 35 min (conversao de 95,5% m/m), ou seja, a TEIS umida
ocorreu a uma taxa muito mais rapida do que a TEIS seca, negligenciando o efeito
de diluicdo do excesso de agua (75% em peso de teor de umidade).

Nguyen et al. (2021) também observaram que o aumento de temperatura
de 50°C para 60°C reduziu o tempo em aproximadamente 10 min para atingir o
platé de reacéo. Esse efeito é relacionado diretamente a natureza endotérmica da
TEIS (AH positivo). Pelo principio de Le Chatelier, a alta temperatura na reacao de
TEIS endotérmica favorecera a formacao de produtos para atingir o equilibrio
quimico (LEE et al., 2022). Assim, a conversao sera aumentada com a temperatura
devido a frequéncia de colisdo promovida entre as particulas reagentes (LEE et al.,
2022), bem como, 0 aumento da frequéncia da colisao entre os reagentes por conta
da maior razdo molar de alcool e catalisador para lipidios que é praticado em TEIS
umidas (NGUYEN et al., 2021).

Nguyen et al. (2021) asseguram que o AH tem correlagcdo com a razao
molar alcool/lipidios, de modo que, o aumento de alcool reduz o AH provavelmente
devido a entalpia de mistura (calor liberado) entre o alcool e a agua durante a TEIS
de biomassa Umida. Logo, a TE de matérias-primas secas requer maior aporte de
energia devido a auséncia de entalpia de mistura entre o alcool e agua.

Kim et al. (2019) certificam que a TEIS de biomassa umida conduzida na
zona de temperatura média (100°C < temperatura < 200°C) tem a vantagem de
reduzir o consumo de alcool, catalisador e co-solvente, pois 0 aumento da
temperatura compensa o impedimento da reagéo pela agua. Os autores ainda
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complementam que alguns estudos de TEIS umida conduzidos com co-solvente
em temperatura média produziram produtos quimicos. Utilizando cloroférmio-
etanol-H2SO4, eles apresentam que, além da alta conversdo, uma quantidade
significativa de coprodutos como levulinato de etila, formiato de etila e éter dietilico,
foram produzidos devido ao efeito da temperatura na hidrélise da celulose.

Ja em altas temperaturas, Kim et al. (2019) sustentam que a presenca da
agua (oriunda da umidade) torna a reacao de TEIS mais simples pois, com o estado
subcritico da agua e do alcool, que alteram suas caracteristicas, a 4gua subcritica
hidrolisa o co-solvente, o que permite tornar o meio reacional acido o suficiente para
atingir potencial de conversao de lipidios em ésteres.

Em geral, emprega-se 0 uso de co-solvente nas reacdes de TEIS para
aumentar a ruptura da parede celular, reduzindo a relagédo solvente/biomassa, ou
seja, minimizando a quantidade de alcool no sistema e aumentando a transferéncia
de massa (solubilidade) entre o éleo e os reagentes, além de permitir uma melhor
separacao do biodiesel onde o catalisador e o alcool ficam contidos na fase aquosa
(KIM et al., 2019; LEE et al., 2022). Além disso, o efeito do co-solvente pode ser
potencializado com o aumento da temperatura de reacao devido a viscosidade
reduzida no meio reacional (NGUYEN et al., 2021). Essa redugédo do consumo de
reagentes, por conta do estado subcritico, pode compensar o0 maior gasto
energético necessario para atingir a temperatura operacional. Sendo assim, a TEIS
de biomassa umida em altas temperaturas configura um processo promissor e
vantajoso.

A técnica de TEIS assistida em ultrassom aumenta a capacidade de
extracao dos lipidios, no entanto, o lipidio pode ser oxidado durante o processo e,
além disso, a técnica é restrita a espécies como Chlorella sp. que possuem parede
celular rigida, pois, em espécies com paredes celular flexivel, como Tetraselmis
suecica e Nannochloropsis sp, a parede tende a se enrolar e preservar o lipidio
dentro da membrana (LEE et al., 2022).

Mesmo o processo de TEIS apresentando resultados competitivos em
relagdo ao processo em duas etapas, realizar a TEIS da biomassa necessita de
algumas etapas de processamento consideradas como desvantajosas por
demandar maior quantidades de solventes e co-solventes, e alta demanda
energética (KIM et al., 2019), incluindo, por exemplo: grande volume de alcool que
deve ser recuperado e a dificuldade de recuperagcdo do &cido (catalisador
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homogéneo) solubilizado no alcool. No entanto, € visto que ao elevar a temperatura
de reacédo da TEIS de biomassa umida para entre 100 e 200°C, a quantidade de
solventes e co-solventes podem ser reduzidas em comparacdo com a TEIS Umida
abaixo de 100°C.

Porém, a recuperacao do acido catalisador homogéneo ainda permanece
problematico. Além de ser um meio altamente corrosivo, a remogao do catalisador
na TE por catédlise homogénea é realizada pela lavagem sucessiva com agua,
gerando grande volume de aguas residuarias (FANG; SMITH; LI, 2017; JANAUN;
ELLIS, 2010; KONWAR; BORO; DEKA, 2014). O catalisador homogéneo nao é
prontamente reutilizado (FANG; SMITH; LI, 2017) ou, muitas vezes, ndo sao
reutilizados e resultam na producéo de "lixo quimico" (KONWAR; BORO; DEKA,
2014).

Pesquisadores vém dedicando intensa pesquisa visando a otimizacao das
quantidades de alcool e/ou co-solventes utilizados no processo in situ (HIDALGO
et al., 2015a, 2015b; KARIMI, 2017). Ainda assim, a TEIS deve ser longa o
suficiente para a extragdo de lipidios e conversdo em eésteres. No entanto, as
pesquisas de otimizacdo do tempo de reacdo da TEIS pelos tipos catalisadores
ainda nao foram esgotadas, como estudos de TEIS uUmida com catalisadores
heterogéneos.

Fora do contexto de TEIS, varios estudos demonstram sucesso na
utilizacao de catalisadores heterogéneos nas reagdes de TE de 6leos vegetais ou
microbianos (CONCEICAO et al., 2017; GULDHE et al., 2017a, 2017b; LOURES et
al., 2018) e de como a sua utilizacao pode ser vantajosa na produgéo do biodiesel
de microalgas (SANI; DAUD; ABDUL AZIZ, 2013).

3.6 Catalisadores heterogéneos na reacao de TEIS

Como Orege et al. (2022) listam, teor de agua, acido graxo livre, quantidade
de catalisador, proporcao de alcool para TG, temperatura e tempo de reacao e
pressao de reacao, sdo os fatores que afetam a taxa de conversdo do 6leo em
biodiesel. No entanto, as caracteristicas do catalisador também tém grande
relevancia no rendimento da conversao.

O catalisador utilizado em reagdes de TE pode ser categorizado em
catalisador homogéneo, catalisador heterogéneo, nanocatalisador e biocatalisador
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(enzima) (LEE et al., 2022). Em especial para a catalise heterogénea, acidez,
basicidade, hidrofilicidade, hidrofobicidade e/ou porosidade do catalisador
heterogéneo afetam significativamente a reacdo de TE, onde o rendimento da
reacao de TE vai depender em grande parte da combinacéo eficiente e 6tima dos
parametros (OREGE et al, 2022). Dentre os catalisadores homogéneos e
heterogéneos, esses podem ser ainda classificados como catalisadores basicos e
acidos.

O uso de catalisadores acido homogéneo na reacao de TEIS, como H2SO4,
além da corrosao nos equipamentos do processo e nao reutilizacao apds a reacao,
causam problemas de separacdo posteriormente ao termino da reacdo, o que
necessitaria alto consumo de energia e geraria grande quantidade de agua residual
durante a purificacdo do biodiesel (TANG et al., 2020). Além da nao recuperacao
do catalisador homogéneo, o &cido € promotor da solubilidade parcial do glicerol
produzido na fase éster imiscivel, dificultando a purificacdo dos ésteres que requer
a neutralizacdo e lavagem com &gua, resultando em grandes quantidades de
efluentes que requerem tratamento para serem reutilizados ou devidamente
descartados (ROCHA; OLIVEIRA; FRANCA, 2019).

Em contrapartida, o uso de catalisador heterogéneo € considerado um
processo mais verde do que o uso de catalisador homogéneo. Como os
catalisadores sélidos podem ser facilmente separados dos reagentes e
reutilizaveis, a geragao de efluentes pode ser evitada (KIM et al., 2022) e também
a perda de catalisador e o custo variavel do material pode ser minimizada (LEE et
al., 2022).

O emprego de catalisadores heterogéneos na producédo de biodiesel de
biomassa vegetal vem ganhando grande atencdo nos ultimos anos devido a sua
facilidade recuperacdo na mistura reacional, maior reutilizagdo do catalisador e
reducdo da corrosdao do equipamento, pois reduz em certa medida o custo de
producéo do biodiesel, aumentando significativamente a viabilidade econémica do
processo (BALAJII; NIJU, 2019; OREGE et al., 2022).

Apesar do catalisador heterogéneo ter maior limitagao de transferéncia de
massa entre reagente e catalisador, isso pode ser superado com a elevagédo da
temperatura de reacdo que aumenta a miscibilidade por consequéncia (LEE et al.,
2022).
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Neste contexto, apesar da desvantagem de exigir condicées de reacao
drasticas (temperaturas e pressdes elevadas, tempos de reagdo mais longos)
(ROCHA; OLIVEIRA; FRANCA, 2019), a aplicacdo de catalisador acido
heterogéneo que seja facilmente separavel, ndo corrosivo, reutilizavel, que facilite
a purificacdo dos ésteres e nao toxico na producdo de biodiesel merece ser
investigada para solucionar tais obstaculos que aumentam os custos de produgéo
(TANG et al., 2020).

Além da simplificacdo das etapas de separacdo e reutilizacdo, os
catalisadores heterogéneos de carater acido sao indiferentes a presenca de AGL e
teor de agua, e catalisam simultaneamente as reagdes de esterificacdo e TE, e
podem ser aplicados em reatores de fluxo continuo (FANG; SMITH; LI, 2017). Para
Banerjee et al. (2019), em comparagado com o processo de produgao convencional
de biodiesel, o uso de biomassa Umida e catalisador heterogéneo aplicados na
reacdo de TEIS mostram-se com menor pegada ambiental a partir da analise de
ciclo de vida. Em vista do importante papel na simplificacao de etapas na produgéo
do biodiesel, a utilizacdo de catalisadores heterogéneos no processo in situ oferece
a facilidade da separacao e recuperacao do catalisador que poderia ser reutilizado
em uma nova batelada.

Consequentemente, a utilizagdo do catalisador solido traria economia de
recursos e energia, reduzindo o custo global, viabilizando ainda mais a TEIS da
biomassa de microalgas. Tal processamento, TEIS biomassa de microbiana com
catalise heterogénea, ainda s&o incomuns de serem relatados na literatura. O
Quadro 3 apresenta as condi¢des dos trabalhos de catalise heterogénea até entéao
publicados e disponiveis na literatura, mostrando, portanto, o potencial pouco
explorado na reacao de TEIS por catalise heterogénea.

Pelo Quadro 3, é notéria a utilizacdo de alumina (Al203) como o suporte
catalitico mais comumente utilizado. KOH e o HPA de Mo (HzPMo012040) foram
eficientemente impregnados em alumina por Ma et al. (2015) e Zorn et al. (2020),
respectivamente, resultando em conversdes acima de 90% em TEIS da biomassa
de microalgas. Alumina magnetizada (FesO4-Al203) também foram aplicadas com
eficacia como suporte para KOH por Kazemifard et al. (2019) atingindo a conversao
em ésteres acima de 95% na TEIS de biomassa de cultura mista de microalgas.
Outro suporte semelhante a alumina, 6xido de nidbio (Nb20s), também atuou
eficazmente como suporte para o HPA de Mo (HsPMo12040) no estudo de Zorn et
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al. (2022) da TEIS da biomassa seca de Dunaliella salina, alcangando 92,9% de
conversdo dos lipidios.

Lipase, resina de troca i6nica, éxidos como SrTiO3 e 6xidos mediados por
PEG (polietilenoglicol), também ja foram reportados como catalisadores
heterogéneos em reagdes de TEIS da biomassa de microalgas (AGHILINATEGH;
BARATI; HAMADANIAN, 2020; JO; LEE, O. K.; LEE, E. Y., 2014; QU et al., 2021;
VICENTE et al., 2017).

Anto et al. (2019) executaram a impregnacao de nanoparticulas de ferro
bioderivadas (moringa oleifera) em BC derivado de folhas de plantas (goiabas,
eucalipto e manga) e empregou-o0 como catalisador heterogéneo na TEIS de duas
microalgas marrons marinhas (Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis sp.). Os
autores nao apresentam o percentual de conversdo, somente o percentual de
recuperacao individual de alguns acidos graxos, porém, os autores afirmam que
ambos catalisadores mostraram conversao eficientes de lipidios em ésteres de
acido graxos para as duas microalgas.

Constata-se do Quadro 3 que apenas a TEIS realizada por Zorn et al.
(2020) utiliza a biomassa umida (com 15% de umidade), evidenciando a falta de
literatura de TEIS heterogénea com a biomassa umida. Ainda assim, a biomassa
com 15% de umidade utilizada por Zorn et al. (2020) pode ser considerada como
baixa umidade, porém, mostra o caminho para o uso de catalisadores heterogéneos
na TEIS de biomassa umida de microalgas.

Também nota-se no Quadro 3 que, excluindo o estudo realizado por Li et
al. (2011), os autores empregaram o catalisador heterogéneo disperso junto a
biomassa de microalgas no meio reacional, o que nao possibilita a recuperacao do
catalisador ao termino da batelada. Assim, a biomassa, tida como subproduto do
processamento in situ, contém fracées de carboidratos (que podem ser convertidos
em bioetanol) e proteinas (que podem ser convertidas em BC), e estaria agregada
ao catalisador levando a perda de ambos pela dificil separacdo dos dois
componentes.



Quadro 3 - Publicacoes de TEIS por catalise heterogénea aplicadas em biomassa microalgal

Referéncia Microalga Ug;":aa“‘:e Catalisador Reator Atf:gtlor Co-solvente Condigcdes de reacdo Conversao
(Ll et al., 2011) Nannochloropsis 0% Ma—Zr Extrator Metanol Diclorometano fSS_T)L ((:r:tetf g;l/%gl\g 589
sp. ° 9 Soxhlet (DCM) T eEh BB °
(JO; LEE; LEE, 10:1 razdo DMC/BM 36731 m
2014) Chlorella sp. 0.5% Lipase Tubo Falcon DMC - (v/m), cat. 20% (m/m = Af\/lE g_?
BM), 70°C, 24 h :
Balio de 8:1 razdo metanol/BM
(MA et al., 2015)  Chjorella vulgaris 0% KOH/AI203 Vidro Metanol - (v/m), cat. 10%, 60°C,  89,53%
5h
(VICENTE et al, Nannochloropsis 0% Resina de troca Baldo de Metanol i metanso?l’/:él\r/lazci\ot 509, 76.50%%
2017) gaditana ° i6nica CT-269 vidro (m/m BM) 95°0. 4 h° oe
12:1 razéo
(DE LUNA et al., Balio de metanol/BM, 1:1
2017) Chilorella sp. 0% LiOH/pedra pome vidro Metanol Hexano hexano/metanol (v/v), 47%
cat. 20% (m/m BM),
80°C, 3 h
(ANTO et al, Isochrysisspe N0 Nanoparticula de Fe N0 166:1 razao
2019) Phaeodactylum informada (bio-derivado) em informado Metanol - metanol/BM, cat. 9% -
tricornutum BC de folhas (m/m BM), 80°C, 4 h
Cultura mista
(Chlorella
vulgaris,
Scenedesmus
(KAZEMIFARD et bijuga, Euglena ) = 12:1 razédo
al, 2019) sp., Oscillatoria 0% f}g:‘é’fﬁg‘;gﬁgs Ba\lll%cr)ode metanol - metanol/BM, cat. 4%  95,60%
” quadripunctulata, (m/m BM), 65°C, 6 h
microcystis
aeruginosa e
Chlamydomonas
debaryana)

(continua)

c8
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Quadro 3 - Publicac6es de TEIS por catalise heterogénea aplicadas em biomassa microalgal

Referéncia Microalga Ug:%aﬂe Catalisador Reator A‘fgfor Co-solvente Condicoes de reacdo Conversao
Reator de aco 120:1 razao
(ZORN et al, Chlorella 159 HaPMo 1200/Al2O inoxidavel atanol i etanol/6leo (molar), 96.6
2020) minutissima ° STz pressurizado cat. 20% (m/m 6leo), ’
(tipo PARR) 200°C, 6h
(ZORN et al N " Reatordde algo 12|/0:|1 ra(zéloI )
” Nannochloropsis ° inoxidave i etanol/dleo (molar),
2020) gaditana 15% H3PMo12040/Al205 pressurizado etanol cat. 20% (m/m 6leo), 96,9
(tipo PARR) 200°C, 6h
(AGHILINATEGH; Reator de aco 24:1 razdo metanol/BM
BARATI; SITiOs noxidavel (v/m), 1:9 16,65 mg
Chlorella vulgaris 0% . ; metanol hexano hexano/metanol (v/v), ’ 3
HAMADANIAN, nanocatalisador pressurizado cat. 69.9" BM, 270°C a FAME.g
2020) (tipo PARR) 10MPa,1h
Spirulina 8:1 razéo etanol/BM,
(QU et al.,, 2021) pirutin: 0%  PEG/MgO/Z@FesOs Micro-ondas  etanol - cat. 2% (m/m BM), 95,8
platensis 20°C. 50 min
Spirulina PEG/MgO/ZSM- 8:1 razao etanol/BM,
(QU et al., 2021) pIruiin: 0% 5@Fes04 Micro-ondas  etanol - cat. 2% (m/m BM), 95,8
platensis " X .
magnético 70°C, 40 min
Reator de ago 180:1 razao
(ZORN et al, inoxidavel etanol/6leo (molar),
2022b) Dunaliella salina 0% H3PM012040/Nb20s ressurizado etanol hexano 40% hexano (v/v). 92,94
pr cat.10% (m/m éleo),
(tipo PARR) 550°C. 6h
Scenedesmus Reator de aco . 180:1 razéo 6leo
(ZORN et al., ; SN Oleo , .
obliquus e Mucor inoxidavel g fusel/6leo (molar), 40% e
2022b) circinelloides 0% H3PM012040/Nb2Os pressurizado si;lizﬁl:o hexano hexano (v/v). cat. 10% 96.80
(consorcio) (tipo PARR) (m/m éleo), 250°C, 6h

Legendas: BM = biomassa, cat. = catalisador, DMC — dimetilcarbonato; * ndo apresenta conversao, apenas %recuperagao de FAME especificos; ** biolubrificantes.

Fonte: Proprio autor

€8
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Outros compostos sélidos ja foram explorados como catalisadores na
conversao de 6leos vegetais em biodiesel. Como afirmam Cordeiro et al., (2011), a
atuacao catalitica destes compostos sélidos dependera da natureza dos sitios
cataliticos de Lewis ou de Broénsted-Lowry presentes nestes sélidos. Os autores
classificam estes compostos catalisadores nas seguintes classes: zedlitas, 6xidos
e sais inorganicos, compostos de coordenacao e liquidos ibnicos, resinas
trocadoras de ions, acidos e bases organicos e materiais lamelares. No entanto,
como visto, o BC é um excelente candidato para aplicacbes cataliticas e pode ser

incluido nesta classificacao.

3.6.1 Catalisadores baseados em BC

O BC resultante do processo de pir6lise € um material que permite a sua
utilizacdo como suporte catalitico com propriedades particulares como a facil
adsorcao de metais, e podem ser considerados ideais devido as caracteristicas
desejaveis de um suporte: material de baixo custo, alta area de superficie e
estabilidade térmica. Além disso, os catalisadores produzidos a partir do BC de
biomassa geralmente sao atoxicos, nao corrosivos e biodegradaveis, sendo
facilmente descartados apds seu ciclo de uso até a sua desativacdo (ROCHA,;
OLIVEIRA; FRANCA, 2019)

Para tanto, o BC é facilmente funcionalizado, podendo adquirir sitios
cataliticos acidos ou basicos (ativacdo quimica), e/ou adsorver compostos
cataliticos (impregnacéo). A adquiricao de sitios cataliticos acidos (a reacao de TE
requer fortes sitios cataliticos 4cidos) pode ser obtida pelo processo de sulfatacao
do BC que ocasiona a introducdo de grupo sulfato (-SOsH) no BC (KONWAR,;
BORO; DEKA, 2014; LEE; KIM; KWON, 2017). A alta densidade de grupos de acido
sulfdrico no BC sulfatado, o torna uma alternativa ao uso do H2SO4 nas reacodes de
biodiesel de microalgas (DONG et al., 2015). Rocha, Oliveira e Franca (2019), por
exemplo, aplicaram a sulfatagdo em BC de espigas de milho e o utilizaram como
catalisador heterogéneo na reagéo de TE do 6leo de soja assistida por micro-ondas,
resultando 88,7% de conversdo. O catalisador a base de residuo de microalga
(apds extracao de 6leo), obtido por carbonizacao parcial e sulfonacdo da biomassa
residual com &cido sulfurico, mostrou 98% de conversao na reagao de esterificacao
do acido oleico (FU et al., 2013).
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Alternativamente, os poros encontrados no BC podem ser utilizados como
suporte de compostos catalisadores metélicos por exemplo. A impregnacao umida
€ uma técnica comum para se carregar a superficie do BC com as nanoparticula
metdlicas de interesse (XIONG et al., 2017). Nesta técnica o BC € imerso em uma
solucdo aquosa do sal metalico ou 6xido metélico, seguida, da calcinacdo da
amostra (PHAM; KHANH; NGUYEN, 2016; XIONG et al., 2017; ZHU et al., 2015).
A partir da solugdo aquosa de RuCls, Zhu et al. (2015) realizaram a impregnagao
do BC de casca de arroz por ruténio (Ru/BC), e alcangcaram desempenho catalitico
satisfatoério na reacdo de metanacdo. O catalisador de niquel suportado em BC
(Ni/BiC) produzido por Paham et al. (2016), obtido a partir da solugdo aquosa de Ni
(NO3)2, indicou potencial para aplicagdo no processo de hidrodesoxigenagéo.
Outras particulas metélicas podem ser carregadas de maneira semelhante, como
por exemplo, platina (Pt), cobre (Cu), zinco (Zn), cobalto (Co), molibdénio (Mo) e
célcio (Ca) sao citados como particulas ja suportadas em BC (KONWAR; BORO;
DEKA, 2014; LONG et al., 2014; XIONG et al., 2017; PHAM; KHANH; NGUYEN,
2016).

A boa atuacao de catalisadores sélidos na reacao de TE depende da acidez
de Lewis dos sitios cataliticos (CORDEIRO et al.,, 2011). Na definicdo Lewis,
elucidada por Moreno e Rajagopal (2009), acido € qualquer substancia que atua
como receptor de um par de elétrons, logo, a interacdo dos sitios cataliticos com
metais resulta em sistemas nao préticos que garantem a formacgéao dos sitios de
Lewis no catalisador soélido.

Comumente, os metais de transicao garantem a melhor formacéo dos sitios
de Lewis devido aos orbitais d incompletos, capazes de receber elétrons
(MORENO; RAJAGOPAL, 2009). Em vista disso, a impregnacao a partir da solugao
aquosa de sais dos metais de transicao (cloretos, nitratos e sulfatos) pode dar
origem a catalisadores baseados em BC para a reacdo de TE. Guo et al. (2013)
analisaram os efeitos da adicdo de diversos cloretos metalicos (FeClz, CuClz, ZnClz,
MnClz, AICI3, CoClz e LiCl) junto ao liquido ibnico tosilato de 1-butil-3-metilimidazélio
na acidélise do 6leo bruto de pinhdo-manso com acido oleico. Os autores relataram
que, em todos os casos, as reacdes de TE tiveram melhor desempenho ao se
adicionar o cloreto metalico, em particular, o ZnClz. Neste caso, a mistura dos os
ions metalicos no liquido ibnico supriram os sitios de Lewis necessarios para a

reacao de TE. Apesar do desempenho satisfatério da mistura com liquidos iénicos,
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a grande maioria dos liquidos ibnicos reportados utilizam rotas complexa e caras,
e demonstram baixa reaproveitamento e ndo sado biodegradaveis (KONWAR;
BORO; DEKA, 2014).

Outra proposta de atuacao de catalisadores sélidos considerada eficientes
na reacao de TE é dependéncia da acidez de Braonsted dos sitios cataliticos. Em
catalisadores heterogéneos de acidez de Brgnsted, os sitios 4cidos da superficie
do sélido (representado pelo grupo —SOsH na Figura 14 A) interagem com o
oxigénio da carbonila (C—O-R), ou seja, o ion H+ é doado para a molécula de éster,
formando um carbocation (-OR*—H, Figura 14 B). Esse intermediario do éster pode
agora interagir com o alcool nucleofilico que incorre na formacao de intermediarios
tetraédricos (Figura 14 C) liberando o alcool (R—OH). Finalmente, o sitio superficial
carregado negativamente —SOs3~ reage com H* do éster tetraédrico liberando o
éster alquilico e o sitio acido se regenera (Figura 14 D) (LEE et al., 2022; VAKROS,
2018).

Figura 14 - Esquema da reacao de TE sob catalisadores solidos de acidez de Brgnsted.

(A)
0O—H O o- 0
‘ + R—C o —> ‘ P R
— SO2 — 5o +(|]R
H
i CH,O—H (B)
O—H P g
‘ + R —C S ) & ('+0—|-| + ROH
e - OCH3 o L
— SO2 —
(D) (C)

Sitios acidos da superficie do sélido representado pelo grupo —SO3H
Fonte: VAKROS (2018)

Uma proposta de acido de Brgnsted considerada eficientes na reagéao de
TE sao os superacidos da classe dos polioxoanions de Keggin, os heteropoliacidos
(HPAs), que apresentam estabilidade, baixa volatilidade, tolerancia a agua e altos
teores de AGL, e elevada atividade (acidos de Bronsted fortes), pois a natureza
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catalitica acida destes acidos e seus sais ocorrem devido a baixa afinidade
proténica destes resultando em alta mobilidade proténica (KOZHEVNIKOV, 2002;
OREGE et al., 2022). Os catalisadores de HPA sao considerados catalisadores
verdes multifuncionais devido a sua alta capacidade oxidante, forte acidez
(préximos da regido superacida), estabilidade térmica, e principalmente por ser
ecologicamente corretos em comparacdo com H2SQOs, HCl ou HF (ALCANIZ-
MONGE; TRAUTWEIN; MARCO-LOZAR, 2013; OREGE et al., 2022).

Os HPAs sao formados pela condensacao de duas ou mais espécies de
oxianions. Os HPAs sao compostos por atomos de adendos acido de hidrogénio-
oxigénio com vanadio (V), molibdénio (Mo) ou tungsténio (W) e heteroatomos como
silicio (Si), arsénio (As) ou fésforo (P) (OREGE et al., 2022). De acordo com
Tremiliosi (2009), a formagao dos anions poliacidos depende da eletroafinidade do
complexo, geralmente, a formagdo dos complexos tende aumentar com o
decaimento da eletroafinidade. Por consequéncia, os oxianions e 6xidos anféteros
com eletroafinidade baixa resultam em heteropolianions. Os heteropolimetalatos de
metais da segunda e terceira série de transicdo apresentam grupos [WOse] com
geometria pseudooctaédrica e simetria Cav € oxoanions de simetria Tq de metais
de transigdo ou ndo-metais no centro da estrutura (TREMILIOSI, 2009).

Os HPAs apresentam diversas variagcdes de estrutura, uma delas, por
exemplo, sdo as estruturas de Keggin (Figura 15).

Figura 15 - Estrutura de Keggin de férmula geral XM:2049

Fonte: Gumerova e Rompel (2018)
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De maneira geral, a férmula quimica do HPA de Keggin € escrita por
[X"*M12040]@"-, onde o heterodtomo X" pode ser um elemento do bloco p da tabela
periddica (P>* ou Si#*), e o atomo metélico M é um elemento de metal de transicao
da tabela periédica (W®+ ou Mo®+) (LIMA, 2019). Apesar de diferentes possibilidades
de heteroatomos X e atomo metalico M, os compostos HsPW12040 (HPA-W),
H3sPMo012040 (HPA-Mo) e H4SiW12040 sdao os mais estudados e disponiveis
comercialmente (LIMA, 2019).

Os HPAs que possuem as estruturas de Keggin sdo termicamente mais
estaveis, facilmente obtidos e podem ser utilizadas como catalisadores &cidos,
quanto como catalisadores oxidativos em ambos os sistemas homo e heterogéneo
(TANABE et al., 1989). Para mais, o HPA do tipo Keggin pode ter sua area de
superficie melhorada pela imobilizagdo em um material transportador adequado
como carbono (BC), silica, resina, zedlita e éxidos metalicos que tém sido utilizados
para imobilizacao (OREGE et al., 2022).

Park et al. (2008) reportaram o uso de materiais inorganicos puros como
catalisadores acidos, incluindo HPAs imobilizados, zirconia sulfatada, alumina,
silica e zircbnia tungstenada, na TE de AGL de 6leos vegetais residuais com
metanol. Todos estes catalisadores apresentaram poder &cido e foram utilizados
nos ensaios na concentracdo de 20% (m/m). Zircdnias sulfatadas e tungstenadas
foram os catalisadores mais ativos, no entanto, como a zirconia sulfatada sofre
lixiviacao dos grupos sulfatos na presenca de solventes polares como o metanol,
foi utilizada zirconia tungstenada na forma de pellet em reator de leito fixo sob
condi¢des operacionais continuas.

Helmi et al. (2021) obtiveram 90,39% de conversao do éleo de cozinha
utilizando HPA de Mo suportado em 6xido de grafeno em temperatura por método
eletrolitico. O catalisador heterogéneo acido de HPA-Mo suportado em 6xido de
aluminio, utilizado por Zorn et al. (2020), demonstrou ser eficiente na TEIS da
biomassa das microalgas Chlorella minutissima e. Nannochloropsis gaditana com
conversdo de 96,6% e 96,9%, respectivamente. Em outro estudo, Zorn et al.
(2022b) obtiveram excelentes resultados na TEIS utilizando o catalisador
heterogéneo acido de HPA-Mo suportado em NbOs na geracao de biolubrificantes
a partir da biomassa de consorcio de microalgas-fungo. O consorcio das microalgas
Dunaliella salina e Scenedesmus obliquus com o fungo Mucor circinelloides,
atingiram conversdes de 97,58% e 96,80% respectivamente. Alcaniz-Monge et
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al.(2013) obtiveram 76% de conversdo na esterificacdo do acido palmitico
catalisada pelo HPA-Mo impregnado em BC ativado de bambu. Também, o HPA-
Mo imobilizado em BC de residuo agroindustrial (madeira de candeia ap6s extracao
de dleo essencial) mostrou-se eficiente na esterificacdo do acido laurico com
metanol, atingindo converséo de 80%.

Ja as aplicagdes do BC impregnado com HPA-W foi aplicado com sucesso
por Ferreira et al. (2011) na acetilagao de glicerol com alta atividade catalitica (86%
de conversao) e seletividade para diacetina. Em outro estudo, o HPA-W suportado
em zirconia (ZrOz2) aplicado por Alcafiz-Monge et al. (2018) resultou em 95% de
conversdo na esterificagdo do &cido palmitico.

Assim sendo, tem-se a evidéncia de que tanto a impregnagéo por cloreto
de zinco (ZnCl2), quanto a impregnacdo por HPAs, em especifico o acido
fosfomolibdico (HzPMo012040 — HPA-Mo), s@o vidveis no desenvolvimento do
catalisador baseado em BC.

Bhattacharya e Goswami (2020) reforcam que néao é apenas a distribui¢cao
de diversos produtos de alto valor agregado que devem ser pensados em
biorefinarias: os nutrientes, agua, gas carbdnico e luz devem ser empregados de
maneira inteligente para que a biorefinaria tenha éxito, ou seja, ciclos de fluxos de
energia e matérias devem ser fechados a prépria planta. Assim, um catalisador a
base de BC de biomassa residual (extracao de lipidios, carboidratos e ficocianina)
preparado por processos termoquimicos, além de gerar outros biocombustiveis de
valor agregado (bio-6leo e biogas), sdo meios mais eficientes de fechar o fluxo
circular de matérias em biorefinarias do que apenas destinar a biomassa residual
para alimentagao animal. Por ter um cultivo ja consolidado e pela qualidade do BC,
a cianobactéria do género Spirulinatorna-se um candidato viavel a produgao do BC
na sua aplicacdo como suporte catalitico, além da producdo do pigmento
ficocianina que tem alto valor agregado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivos das microalgas e cianobactérias

As cepas das espécies, B. braunii (CCMA-UFSCar 399) e S. maxima
(CCMA-UFSCar 94), foram fornecidas pela Colecao de Culturas de Microalgas e
Agua Doce da UFSCAR. Os inéculos de S. maxima foram mantidos em meio de
cultivo ZARROUK (ZARROUK, 1966) enquanto os indculos da microalga B. braunii
foram mantidos em meio de cultivo WC (LOURENCO, 2006). Ambos cultivos foram
mantidos em cepario com controle de temperatura (23°C) e de luminosidade (800
lux). A producdo de biomassa das microalgas e cianobactérias foi realizada em
fotobiorreatores de coluna de bolhas com volume util de 18 L cada (Figura 16) e de
40 L cada (Figura 17), construidos em acrilico, com aeracédo e iluminados por
lampadas fluorescentes, 24 h por dia. A colheita da biomassa de B. braunii foi
realizada por floculagdo com sulfato de aluminio, separada por filtracéo a vacuo e
posteriormente armazenada a frio. Enquanto a biomassa S. maxima, devido a sua
fisiologia filamentosa, foi filtrada por gravidade em manta de poliéster,
posteriormente seca em estufa a 40°C e armazenada em dessecador.

Figura 16 - Fotobiorreatores de coluna de bolhas de 18 L.

1300 mm

150 mm

Fonte: Proprio autor
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Figura 17 - Fotobiorreatores de coluna de bolhas de 40 L.
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Fonte: Proprio autor

4.2 Acompanhamento do crescimento celular

Para o acompanhamento do perfil de crescimento das espécies cultivadas,
foram realizadas leituras de absorbancia (ABS) diarias de amostras coletadas
periodicamente em condigbes assépticas. As leituras de ABS foram feitas em
espectrofotdbmetro UV-Visivel (QUIMIS, modelo Q89804ciPT), selecionando o
comprimento de onda de 680 nm, utilizando d4gua como branco (LOURENCO,
2006). Ao atingir a fase estacionaria (de 10 a 15 dias), os cultivos foram encerrados
e realizado a colheita da biomassa.

4.3 Propagacao e colheita de cultivo de B. braunii e S. maxima

Em consequéncia da dificuldade do crescimento da linhagem em volume
maior dos cultivos de B. braunii e S. maxima para a produgdo de biomassa, foi
necessario a investigacdo em menor escala dos fatores que contribuiram
negativamente ao crescimento celular das espécies de microalgas. Por ndo fazer
parte do escopo do projeto deste trabalho, a metodologia, os parametros
investigados e os resultados sao apresentados no Apéndice A.
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4.4 Preparacao do catalisador heterogéneo de BC de microalgas

4.4.1 Pirolise da biomassa e purificacao do BC

A biomassa, previamente seca em estufa a 40°C por 48h para remocéao
total da umidade, foi macerada e peneirada, sendo adicionada em seguida a um
cadinho de ceramica e pirolisado em forno tubular com atmosfera inerte de
nitrogénio com rampa de aquecimento de 10°C.min" até atingir a temperatura de
final de 310°C e mantido por 60 min. O BC foi obtido por pirdlise lenta a fim de se
obter elevados rendimentos em sélidos.

O BC obtido foi macerado e lavado com solventes para retirada de tragos
de bio-6leo e/ou alcatrdo e compostos soluveis em agua. A lavagem com solventes
foi feita em extrator soxhlet com a proporcdo de 15 mL da mistura
cloroférimio:metanol (1:1 v/v) para cada grama de BC. A amostra foi seca em estufa
a 105°C por 12 h. Em seguida, o BC foi lavado com agua na proporcao 50 mL de
agua por grama de BC. A suspensao de agua e BC foi neutralizada com solugéo
de HCI 0,1 M até pH neutro (pH=7), seguida da filtracdo a vacuo, lavagem até o
clareamento da agua de lavagem, e seco em estufa a 105°C por 12 h.

Posteriormente, foi percebida a necessidade da oxidacdo das amostras de
BC por H202 e HNO3 a fim de diminuir a reacao do catalisador (HPA) com os grupos
de superficie do BC. Primeiramente, foi realizada a oxidagdo com H202 na
proporcao de 10 mL de solucao de H202 (10%) por grama de BC, a 60°C por 4 h.
A amostra foi filtrada a vacuo e lavada até o clareamento da agua de lavagem. Em
seguida, foi realizada a oxidagdo do BC com HNOs na proporcédo de 10 mL de
solugdo de HNOs3 (10%) por grama de BC, também a 60°C por 4 h. A amostra foi
entdo filtrada a vacuo, lavada com agua até pH neutro (7,0) e seco em estufa a
105°C por 12 h.

4.4.2 Impregnacao do catalisador no BC por via umida

A impregnacéo do BC (lavado e oxidado) pelos compostos catalisadores

foi realizada por vias diferentes: umidade incipiente e excesso de solvente. Na
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Umida incipiente, ou impregnacao por “volume de poros”, a mais comumente
utilizada para fixar os HPA nos suportes cataliticos, utiliza-se apenas liquido o
suficiente (solucao dos precursores) para preencher o volume de poros do suporte
(NARKHEDE; SINGH; PATEL, 2015). Foi utilizado o método descrito por Carvalho
et al. (2017) e Conceicao et al. (2017): a massa de HPA de molibdénio (HPA-Mo,
30% m/m) foi dissolvida em solucao alcodlica 70% (volume de poros) e transferida
gota a gota para cadinho contendo o suporte e entdo misturados. O sélido formado
€ seco a 105°C por 1 h e posteriormente calcinado a 300°C por 3 h. As amostras
foram armazenadas em dessecador.Na impregnacao por excesso de solvente, ou
impregnagdo umida, o suporte € mergulhado em excesso de solugdo contendo o
precursor da fase ativa (HPA neste caso), ocorrendo a difusdo do soluto dentro do
sistema de cavidades porosas e adsorgdo do soluto pela parede do poro
(NARKHEDE; SINGH; PATEL, 2015). A impregnacao por excesso de solvente foi
realizada pela suspensdo do BC em solug¢édo aquosa do ZnCl2 e HPA de molibdénio
(HPA-Mo) em multiplas concentragdes (0,34 mM, 2 mM,6 mM,10 mM e 11,66 mM)
conforme o planejamento experimental. A proporcao foi de 1 g de sélido para 50
mL de solucao. A suspenséao foi mantida com agitacdo magnética em temperatura
ambiente por 24 h. Por fim, a suspensdo foi filtrada a vacuo, lavada com excesso
de 4gua e seca em estufa a 105°C por 12 h (ALCANIZ-MONGE et al., 2008; ZHU
et al., 2015). As amostras foram armazenadas em dessecador.

4.4.3 Caracterizacao fisico-quimica

Por meio da caracterizacéo fisico-quimica do BC e BC impregnado, foi
possivel determinar as principais propriedades como, morfologia, textura,
composicao e acidez superficial. As amostras dos BCs tiveram sua acidez
superficial (mmol H*.g'ssido) medidas conforme o procedimento descrito por
Conceigéo et al. (2017).

Os métodos analiticos para caracterizar os catalisadores foram: analise
termogravimétrica (TGA), espectroscopia no infravermelho (FT-IR), area superficial
especifica (ASE), volume total de poros (VTP) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). As analises de TGA foram realizada na Faculdade de Engenharia
e Guaratinguetda (UNESP), e as analise de ASE e VTP foram realizadas no
Departamento de Engenharia Quimica da EEL (Area ), enquanto as andlises de
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FT-IR e MEV foram realizadas no Departamento de Engenharia de Materiais da
EEL Lorena (Area Il).

4.4.3.1 Analise Termogravimétrica (TGA)

A TGA da biomassa de S. maxima foi realizada na Faculdade de
Engenharia e Guaratingueta (UNESP) no Laboratério de Combustao & Captura de
Carbono (LCs). O equipamento de andlise termogravimétrica/calorimetria
exploratéria diferencial (TGA/DTG e DSC) utilizado mede tanto fluxo de calor
quanto variagdes de massa do material em funcéao da temperatura (ou tempo) sobre
atmosferas controlada. As medicdes de variacdo de massa foram realizadas em
balang¢a termogravimeétrica (TA Instruments, modelo Q600 SDT) utilizando 5,0 mg
de biomassa seca em cadinho de alumina, com taxa de aquecimento de 5°C.min""

até atingir temperatura maxima de 600°C e atmosfera inerte de N2 a 100mL.min".

4.4.3.2 Analise de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de BCs passaram por analise de FTIR a fim de identificar as
modificagdes e grupos funcionais da superficie conforme o tratamento aplicado. A
analise de infravermelho foi realizada em espectrofotometro de infravermelho com
transformada de Fourier por refletancia total atenuada (ATR-FTIR) Shimadzu
modelo IRPrestige-21 do Departamento de Engenharia de Materiais da EEL — USP.
Foram analisadas a regido do infravermelho médio na faixa de 4000-400 cm™, a
uma resolucdo de 4 cm™', com total de 32 varreduras, empregando o brometo de
potassio (KBr) como matriz.

4.4.3.3 Analise de microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras de biomassa e BCs foram realizadas a fim de
comparar as alteragdes morfolégicas na superficie apos as etapas de carbonizacéao
da biomassa, bem como o BC impregnado com o catalisador. As imagens
morfoldgicas foram obtidas em MEV de mesa Hitachi TM 300 do Departamento de

Engenharia de Materiais da EEL — USP. As amostras foram secas em estufas a



95

100°C por 60 min para retirar umidade residual e, posteriormente, foram

metalizadas com prata e analisadas em seguida.

4.4.3.4 Analise de area de superficie por Brunauer-Emmett-Teller (BET)

A analise de area superficial e porosidade das amostras de BCs foram
obtidas pelas isotermas de adsorcao-dessorcao de nitrogénio a -196°C em um
analisador de adsorgcao V-Sorb 2800P da Gold APP Instruments do Departamento
de Engenharia Quimica da EEL — USP. As amostras foram degaseificadas sob
vacuo a 120°C e entdo analisadas. A area superficial especifica foi determinada
pelo método BET.

4.5 Ensaios de pré-tratamentos (ativacao quimica em uma etapa) da
biomassa de S. maxima para a producao de BC

O BC diretamente obtido por pirélise é considerado uma massa de carbono
fixa com estrutura de poros considerada rudimentar. Assim, o pré-tratamento
quimico (ativagdo quimica em uma etapa) tem como objetivo alargar os didmetros
dos poros e criar poros por meio da matéria-prima impregnada com agentes
quimicos (HERNNDEZ-MONTOYA; GARCA-SERVIN; BUENO-LOPEZ, 2012).

Nesta etapa do desenvolvimento, as amostras de biomassas foram
ativadas quimicamente utilizando H3POs, KOH e ZnCl2 conforme o delineamento
experimental apresentado no item 4.5.1. Cerca de 5 gramas da biomassa seca
foram adicionados a um cadinho de ceramica e o pré-tratamento com os agentes
quimicos foram realizados no percentual massico e temperatura estipulada no
planejamento experimental, com a adigdo de 0,75 ml de agua para garantir a
homogeneizacdo e mantido em agitacdo magnética durante 1 h. As amostras
foram, entdo, pirolisadas em forno tubular com atmosfera inerte de nitrogénio com
rampa de aquecimento de 10°C min" até atingir a temperatura de final de 310°C e
mantido por 60 min. Os BCs obtidos seguiram os mesmos passos de purificagao
apresentados no item 4.4.1: lavagem dos sélidos com solventes e lavagem com
agua até pH neutro. As amostras foram secas em estufa a 105°C por 12 h.
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4.5.1 Delineamento do planejamento experimental

Os ensaios de tratamento da biomassa in natura foram realizados variando
o tipo de ativador, percentual do ativador (% m/m) e temperatura de impregnacao
do ativador(°C) com o propésito de determinar a melhor condicdo de pré-tratamento
da biomassa de S. maxima para o processo de pirlise e obtencao de BC poroso.

Os ensaios foram estudados pelo planejamento experimental L9 de
Taguchi com trés fatores independentes e trés niveis apresentados na Tabela 4.
Os ensaios seguiram a matriz experimental conforme a Tabela 5. Os resultados
foram analisados estatisticamente, e assim, inferido a condicao de tratamento da

biomassa que maximize as variaveis resposta.

Tabela 4 - Fatores e niveis dos ensaios de tratamento da biomassa para producao de BC

Fator Fator Niveis
Codificado 1 2 3
A Ativador H3POa4 ZnCl2 KOH
B Percentual do ativador (% m/m) 10 50 75
C Temperatura de impregnacéo do ativador (°C) 25 50 80

Fonte: Proprio autor

Tabela 5 - Matriz experimental do planejamento L9 de Taguchi com nove fatores e trés

niveis
Fatores

Experimento A B C D
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

Fonte: Proprio autor

As varidveis respostas analisadas foram: area superficial (m2.g") e
adsorcdo do corante Azul de Metileno (mg.g'). Os resultados das varidveis
respostas foram analisados estatisticamente (ANOVA e Grafico de Efeitos). Todos
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os graficos de efeitos do metodo de Taguchi e ANOVA das variaveis manipuladas

foram gerados pelo software Statistica 10.

4.5.2 Adsorcao de Azul de Metileno

Previamente, foi preparado uma solugédo de Azul de Metileno a 10 mg.L™"
(10 ppm). Em um tubo de ensaio foram colocados 10 mL da solugédo do corante e
0,1 g de BC. O tubo de ensaio foi agitado eventualmente a cada 5 min por 30 min
em temperatura ambiente em condi¢des escuras. Seguido, entdo, da centrifugagao
a 3000 rpm por 15 min. O sobrenadante e a solugdo a 10 mg.L" teve a ABS medida
em espectrofotébmetro de UV-visivel no comprimento de onda de 673 nm, utilizando
agua como branco (DE MORAES et al., 2018, 2020). Por curva de calibracéo, foi
determinado a adsor¢ao do corante pelo BC (em mg.g™') pela diferenga entre a ABS

antes e depois da adsorgao.

4.6 Ensaios de esterificacao heterogénea de acido palmitico — Selecao do
suporte de BC

A reacao de esterificacdo do acido palmitico, um precursor do biodiesel, foi
realizada como maneira de avaliar o poder catalitico dos catalisadores
heterogéneos de BC. As reagdes foram realizadas em baldo de vidro de fundo
redondo de 100 mL conectado a um condensador de refluxo em banho termostatico
de glicerina. Uma aliquota de 1 g de acido palmitico P.A. foi colocada no baldo e
adicionados 15 mL de élcool etilico P.A. (proporcdo molar acido graxo:alcool de
1:97) e 300 mg do catalisador de BC impregnado (30% m/Macido paimitico). AS rea¢oes
foram mantidas sob agitagdo magnética a 100°C por 4 h. Ao término da reagéo, o
meio reacional foi resfriado até temperatura ambiente.

A purificacdo ocorreu de acordo com o método descrito por Pavia et al.
(2009) e Ehimen; Sun; Carrington (2010): a mistura reacional foi filtrada em papel
de filtro e lavado com etanol P.A., transferidos para um funil de separacao e
adicionados hexano e agua destilada morna (~45°C) na proporcao 1:1 (viv). A
mistura foi agitada e posta em repouso até a completa separacao de fases (cerca
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de 4 h). A fase aquosa contendo o alcool e agua formada na reagéo é descartada
e a fase organica contendo os ésteres e acidos graxos ndo convertidos sao
novamente lavados com agua. O procedimento é repetido uma terceira vez.
Posteriormente, adicionou-se sulfato de sédio anidro na fase organica para
remocao de vestigios de agua presentes na amostra. Por fim, a amostra é colocada
em frasco previamente pesado e colocados em estufa a 60°C durante 24 h para
evaporagao do solvente. Apos evaporagdo do solvente, o frasco contendo os
ésteres e acidos graxos nao convertidos é pesado novamente.

A conversao da reacao de esterificacdo foi determinada por titulagdo com
solucdo de KOH 0,1M e indicador fenolftaleina. A amostra foi diluida em 25 mL da
mistura de etanol e éter etilico (1:2, v:v), adicionado trés gotas do indicador e, entao,
titulada anotando-se o volume de KOH utilizado. Previamente, foi realizado em
triplicata a titulacéo do acido palmitico P.A. para determinacao do indice de acidez.
O indice de acidez foi calculado pela equacéao (1).

= Vkon-Ckon- MMgon
Myc

M

Onde I é o indice de acidez (mgkoH.g™), Vkon € 0 volume titulado de KOH,
Cxon € a concentracao da solucao de KOH, MM,y é a massa molecular de KOH
e mye € a massa do acido palmitico.

Logo, a conversao é calculada pela equagéo (2):

I, — I

i

% EE =

.100 (2

Onde %EE é o percentual de conversao em ésteres etilicos, I; o indice de
acidez inicial e Ir o indice de acidez final apos a reagéo.

4.7 Ensaios de transesterificacao (TE) heterogénea de dleo de macauba

As reacdes de TE heterogénea foram realizadas em reator pressurizado
(sistema de reator multiplo PARR Series 5000). O sistema consiste em um reator
de aco inoxidavel pressurizado de 150 mL equipado com revestimento de
aquecimento elétrico, controle de temperatura e agitacado mecanica.

Uma aliquota de 4 g do 6leo de macauba foi colocada no reator e
adicionados 25,5 g de alcool etilico P.A. (propor¢céao molar éleo:alcool de 1:120) e a
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massa do catalisador de BC impregnado correspondente, conforme delineamento
experimental (ltem 4.7.1). A reac&o ocorreu com agitacao de 300 rpm, temperatura
de 200°C com agitacao de 300 rpm por 2 h. O catalisador de BC, ao final da reacéo,
foi separado da mistura reacional por centrifugacéo a 2500 rpm durante 15 min. O
meio foi transferido para um tubo falcon de 50 mL, lavado com 12 mL de etanol e
adicionados 2 g de amberlite ® previamente ativada, para remoc¢ao do glicerol, e
colocado em banho de ultrassom por 2 h. Apds, o tubo foi centrifugado 2500 rpm
por 15 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo falcon e colocado em
estufa para a remocao do etanol. As amostras de biodiesel foram analisadas por

RMN'H para a determinagao da conversao dos lipidios em ésteres etilicos.

4.7.1 Delineamento do estudo preliminar

Os ensaios de TE heterogénea do 6leo de macauba foram realizados
explorando diferentes concentracdes de impregnacao do BC pelo HPA-Mo, bem
como o percentual do catalisador de BC-HPA no meio reacional, com o propdsito
de determinar a condi¢cao de melhor aplicagcao do catalisador de BC.

Para esta etapa exploratéria do projeto, a reacdo de TE heterogénea do
O0leo de macauba foi estudada pelo planejamento fatorial composto central
rotacional 22 com repeticdes no ponto central (Tabela 6). Os fatores (varidveis
independentes) foram a concentragdo da solugdo de HPA-Mo utilizada na
impregnagéo do BC (fator A) e o percentual massico, em relagédo a massa de 6leo,
do catalisador de BC no meio reacional da TE (fator B). Os niveis de cada fator sdo
apresentados na Tabela 7.

A utilizacado da concentracdo de HPA-Mo na impregnacao como variavel
quantitativa (fator A) permite a exploracao da saturacao dos poros do BC, enquanto
que o percentual do catalisador no meio reacional (fator B) permite explorar a
quantidade de catalisador necessaria para a reacgao.

Assim, a varidvel resposta analisada foi o resultado quantitativo da
conversdo em ésteres etilicos (%EE), dado pela andlise de RMN'H. A variavel
resposta foi analisada estatisticamente (método de superficie de resposta e
ANOVA) pelo software Statistica 10, e inferido as condicées que proporcionaram a

maximizacdo dos resultados de conversdo em ésteres.
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Tabela 6 - Matriz experimental do planejamento fatorial composto central rotacional 22 com

repeticées no ponto central.

Ensaio Fatores
A
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Fonte: Proprio autor

Tabela 7 - Fatores e niveis dos ensaios de TE heterogénea

Fator Fator Niveis
Codificado -1 0 1
A Concentracao de Impregnacéao de HPA-Mo (mM) 2 6 10
B Percentual do catalisador (% m/msieo) 20 30 40

Fonte: Proprio autor

O modelo quadratico que prediz o ponto de otimizacdo é expresso pela
equacao (3).
Y; = by + b Xy + byX, + bipX1 X, + by X2 + by, X2 (3)
Onde Y; é a variavel resposta (variavel dependente) para as variaveis
independentes X;(i =1e2), € by, by, by byz, by; € by, S840 0s coeficientes de
regressdo dos parametros. As variaveis independentes estdo linearmente

relacionadas conforme a equacao (4).

@

Onde z; é o valor real da variavel de entrada em unidades originais; zé o
valor central da meédia aritmética entre os valores dos niveis alto e baixo da variavel
original z; e d; é a metade da diferenca dos valores dos niveis alto e baixo da

variavel original z;.



101

4.8 Ensaios de Transesterificacao in situ (TEIS) heterogénea da biomassa

umida de B. braunii

As reacdes de TEIS heterogénea também foram realizadas em reator
PARR como explicado anteriormente no item 4.7.

A aliquota de 1 grama da biomassa seca foi umidificada com teor de
umidade padronizado em 84% (teor aproximado de umidade da biomassa apés
colheita) e posta no reator. O volume de etanol e a massa de catalisador de BC
impregnado foram adicionados conforme a matriz experimental. A proporc¢ao do co-
solvente cloroférmio foi mantida constante em 1:10 cloroférmio:etanol (v/v). A
reacdo ocorreu com agitacao de 300 rpm por 2 h, com temperatura conforme o
delineamento experimental. O meio reacional, ao final da reagao, foi centrifugado a
2500 rpm durante 15 min em tubo falcon para a separacao do material sélido, que
foi seco e reservado. A mistura remanescente foi filtrada em papel de filtro,
transferida para um funil de separacao e adicionado a mistura de hexano e agua
destilada morna (~45°C) na proporcao 1:1 (v:v), agitado e posto em repouso por
cerca de 12 h para permitir a completa separacao entre a fase composta de ésteres
etilicos e o glicerol, conforme a metodologia ja apresentada em 4.6 (EHIMEN; SUN;
CARRINGTON, 2010; PAVIA et al., 2009). Esta etapa de lavagem foi realizada trés
vezes para garantir a remocao total de glicerol. Finalmente, a fase organica foi seca
com sulfato de sodio anidro para remocao de residuos de agua e postos na estufa
a 60°C para evaporacao dos solventes. As amostras de biodiesel também foram
analisadas por RMN'H para a determinagdo da conversao dos lipidios em ésteres

etilicos de acido graxo.

4.8.1 Delineamento da exploracao

Para esta etapa de exploragdo do trabalho, as rea¢des foram realizadas
variando a massa catalisador de BC, volume de etanol, bem como a temperatura
do reator, com o proposito de determinar a melhor combinagéo destes fatores que
maximizassem a catélise heterogénea da TEIS.

Para a exploracdo do catalisador baseado em BC, a reacdo de TEIS
heterogénea da biomassa Umida da microalga B. braunii foi estudada pelo
planejamento experimental Box-Behnken (Tabela 8) com trés fatores
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independentes e trés niveis (Tabela 9). Os fatores (variaveis independentes)
analisados foram o percentual massico, em relacdo a massa de biomassa, do
catalisador de BC no meio reacional da TE (fator A), a razdo do volume de etanol

para cada grama de biomassa e temperatura de trabalho do reator.

Tabela 8 - Matriz experimental do planejamento Box-Behnken com trés fatores.

E . Fatores
nsaio A B c
1 -1 -1 0
2 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: Proprio autor

Tabela 9 - Fatores e niveis dos ensaios da reacao de TEIS heterogénea.

Fator Fator Niveis
Codificado -1 0 1
A Percentual BC-HPA (% m/Mpiomassa) 10 15 20
B Raz&o etanol:biomassa (mL.g™") 25 50 75
C Temperatura (°C) 150 200 225

Fonte: Proprio autor

A utilizagcao do percentual do catalisador no meio reacional (fator A) permite
explorar a quantidade de catalisador necesséria para a reagdo na TEIS da
biomassa Umida de microalgas, enquanto que a razdo alcool/biomassa permite
explorar o excesso de alcool adequado para a extracao reativa nas condicdes
reacionais aplicadas e evitar desperdicios, e, por fim, a temperatura que permite
estabelecer a faixa adequada (média a alta temperatura) para a melhor eficiéncia
de catélise do BC impregnado.

Assim, das andlises de planejamento de experimentos, as variaveis

resposta foram os resultados quantitativos de rendimento massico (Y%om/m),
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conversao em ésteres etilicos (%EE), dado pela anélise de RMN'H, e carboidratos
residuais (%m/m). As variaveis respostas foram analisadas estatisticamente
(método de superficie de resposta e ANOVA) pelo software Statistica 10, e assim
inferir quais condigdes proporcionam a maximizacdo dos resultados tanto em
percentual massico quanto em conversao em ésteres. O modelo quadréatico do

planejamento Box-Behnken é expresso pela equacao (5) (MONTGOMERY, 2013).

k k k-1 k
Yi = byo + Z by X; + z by + z z b XiX; + & (5)
i=1 i=1

i=1 j=i+1
Onde Y, é a variavel resposta (variavel dependente) para as variaveis
independentes X;(i = 1,2, ...k), & correspondente ao erro aleatério, e by, by;, brii
e by;j séo os coeficientes de regresséo dos parametros. As variaveis independentes
estdo linearmente relacionadas conforme a equacdo (4) ja apresentada

anteriormente.

4.9 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H)

A andlise de RMN'H contabiliza o nimero de hidrogénios presentes na
amostra do composto, e pode ser utilizado para confirmar a conversao dos lipidios
em biodiesel. As andlises de RMN'H foram realizadas em espectrometro Varian,
modelo Mercury-300 MHz. As amostras sdo diluidas em cloroférmio deuterado
(CDCI3) e adicionado o tetrametilsilano (TMS) utilizado como referéncia arbitraria
zero na escala do RMN.

Segundo Garcia (2006), existe diferenca nos espectros de RMN'H entre o
biodiesel metilico e biodiesel etilico (Figura 18). Segundo o autor, a indicacdo da
presenca de éster metilico, reacéo feita com metanol, em um espectro € um singleto
proximo a 3,64 ppm (Figura 18 A) caracteristico de metoxila de éster (CHs-O)
adquirido pelo acido graxo. No entanto, a presenca do éster etilico, reacao feita
com etanol, é confirmada pelo quarteto entre 4,05 e 4,35 ppm no espectro (Figura
18 B) caracteristico da etoxila de éster (C2Hs-O) adquirido pelo acido graxo.
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Figura 18 — Espectros de RNM'H parcial dos deslocamentos quimicos de hidrogénios

utilizados na quantificacao da TE dos lipidios: (a) éster metilico e (b) éster etilico.
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Fonte: GARCIA (2006)

O rendimento em ésteres etilicos do processo de TEIS da biomassa de
microalgas sao estimados pela comparacdo das areas dos picos relativos aos
ésteres com as areas dos picos relativos ao lipidio ndo convertidos no espectro de
RMN'H. Segundo Garcia (2006), a presenca de TG, diglicerideos e
monoglicerideos, que nao foram convertidos durante a reagdo de TE, geram picos
de ressonancia observaveis entre 4,35 e 4,10 ppm (Figura 19 A), enquanto que os
ésteres etilicos geram picos (quarteto) observaveis entre 4,15 e 4,05 ppm apenas
(Figura 19 B).

Figura 19 - Espectro parcial de RMN'H na regiéo entre 4,35 e 4,05 para (a) 6leo e (b) ésteres
etilicos de acido graxo.
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Fonte: GARCIA (2006)

No entanto, apenas o pico de ressonancia préximo a 4,08 ppm
(componente 4 da Figura 20) ndo apresenta a sobreposicao de nenhum outro sinal
gerado pelos monos, di ou TG. Assim, a proporcao entre éster etilico e lipidios ndo
convertido na reacédo de TE pode ser determinada relacionando a area do quarto
componente do quarteto proximo a 4,08 ppm € a area de todos os sinais entre 4,35

e 4,05 ppm.
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Figura 20 - Area do quarteto gerado pelos atomos de hidrogénio etoxilicos dos ésteres
etilicos em espectro de RMN'H

A,=3/8 A, ‘_&3: 3/8 A,

A.; = area do componente 1
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A3 = area do componente 3
A4 = &rea do componente 4

Ay =1/8 A,

——

A, =1/8 A,
e,

A, = Area total do sinal

Fonte: GARCIA (2006)

Assim, GARCIA (2006) estabelece a seguinte equacao (6) para o calculo

da conversao em ésteres etilicos:

Ara.8
%EE = M. 100 (6)
Ar

Onde A, € a area do componente C4 (& na faixa de 4,08 a 4,09 ppm),
referente ao éster etilico, e A corresponde a area de todos os sinais entre 4,35 e
4,05 ppm, referente tanto aos ésteres etilicos quanto aos mono, di ou TG néo
convertidos em ésteres etilicos. As areas foram calculas pelo software MestReC.

4.10 Determinagcdo de carboidratos (acucares redutores) na biomassa
residual

A determinacdo de carboidratos foi realizada por hidrolise da biomassa
seguida da reacdo dos acucares redutores no hidrolisado com o acido 3,5-
dinitrosalicilico (reagente DNS).

Inicialmente, foi montada uma curva padrdo de acucar redutor utilizando
glicose com concentragdes variando de 0,1 g.L' a 1 g.L". Volumes iguais da
solugdo de DNS foram colocadas em cada amostra da curva e levados para o
banho em agua fervente. A reacao tem inicio ao atingir 100°C e as amostras foram

mantidas por 5 min. Apds a reacgdo e resfriamento, a amostra foi analisada em
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espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. As medidas de ABS e de
concentracao de glicose foram plotadas em planilha e determinada a equacao da
reta (curva de calibragéo).

A hidrélise da biomassa foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Moxley e Zhang (2007). O processo envolve uma hidrélise primaria, para
conversdao de polissacarideos em oligossacarideos, e uma hidrolise diluida
secundaria, para conversdo de oligossacarideos em monossacarideos. O
procedimento é descrito a seguir. Cerca de 300 mg de biomassa seca foi colocada
em tubo de ensaio, adicionado 3 mL de &cido sulfurico a 72% (m/m) e colocado em
banho de agua a 30°C por 60 min. Os tubos foram frequentemente agitados com
auxilio de bastdo de vidro. Apds a hidrolise altamente acida (pré-hidrolise), o
hidrolisado do tubo de ensaio foi transferido para um erlenmeyer de 125mL e
adicionado 84mL de agua destilada atingindo a concentragdo de 4%(m/m) de acido
sulfarico. A amostra foi hidrolisada novamente em autoclave a 121°C por 60 min. O
hidrolisado foi filtrado em cadinho do tipo Gooch (previamente pesados), postos
para secar em estufa a 60°C e posteriormente pesados para determinar a massa
nao hidrolisada. O filtrado foi neutralizado com 1,45 g de NaOH e armazenada em
geladeira.

A concentracao de acucares redutores do hidrolisado da biomassa foi
determinada pipetando-se 1 mL do hidrolisado em um tubo de ensaio junto a 3 mL
da solucdo de DNS. A amostra foi aquecida em agua fervente por 5 min. Apés a
reacao e resfriamento, adicionou-se 16 mL de agua destilada e homogeneizado a
amostra. A amostra foi analisada em espectrofotébmetro no comprimento de onda
de 540 nm. As analises foram realizadas em triplica. O calculo da concentragao dos
grupos redutores da amostra hidrolisada foi realizado utilizando-se a ABS média
medida na equacgao da curva de calibragdo de agucares redutores.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 BC de S. maxima

5.1.1 TGA da

biomassa de S. maxima
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Antes da pirdlise da biomassa de S. maxima, foi realizada uma analise

termogravimétrica para determinar o perfil de decomposicéo térmica da biomassa

por meio das curvas de TGA/DSC (Figura 21). Foi possivel determinar as

temperaturas de decomposicdo dos principais componentes da biomassa e

antecipar o comportamento na decomposi¢cdo termoquimica na pirdlise da S.

maxima.

Figura 21 - Curva de decomposicao térmica (TGA) analise térmica diferencial da biomassa

de S. maxima.
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A decomposicao térmica da biomassa de S. maxima exibiu trés estagios

distintos. Nesta curva (Figura 21), o primeiro estagio apresentado é a desidratacéo,

que iniciou a 25°C até cerca de 125°C. A queda em massa devida a remog¢ao da

umidade, representou cerca de 4,68% da massa inicial. O segundo estagio é



108

volatilizacdo de carboidratos e proteinas, no qual ha uma queda drastica de peso,
resultando na maior perda de massa como pode ser visto na curva derivada.

De 125°C a 232°C é possivel observar um ombro na curva DTG com uma
queda de 10,35% da massa inicial. Segundo Figueira (2014), este pico pode ser
atribuido a volatilizacao da ficocianina, onde se tem a degradagcao proteica e
reducdo na estabilidade térmica causada pela ruptura das ligagcbes
intermoleculares de baixa energia. De 232°C a 357°C, a maior perda em massa no
valor de 42,62% da massa inicial, corresponde a degradacao dos carboidratos e
proteinas. Em 533°C se encerra a volatilizagcdo desses compostos volateis restando
28% da amostra na forma de BC. Acima de 600°C ocorreria o Ultimo estagio de
volatilizagdo do material carbonoso no residuo de sélidos (CHAGAS, 2016), estagio
que nao é de interesse deste trabalho, onde a queda em massa ocorreria
lentamente restando somente cinzas ao final. Assim, em 291°C é onde se tem a
maior taxa de volatilizacdo da amostra (pico da curva DTG, Figura 21). Chaiwong
et al. (2013) obteve para Spirulina sp., a temperatura de maxima de decomposi¢ao
em 324°C, o que ja indicava que a reagao de pirélise para microalgas pode ocorrer
mais facilmente comparada a biomassa lignocelulésica (800-1000°C). No caso
deste trabalho, para a S. maxima, esse maximo em decomposicdo € menor
(291°C), o que indica que a quantidade de material volatil na espécie cultivada é
maior. O processo de pirolise deve ocorrer entre 290 e 355°C para se desprender
os compostos volateis facilmente.

5.1.2 Pirdlise da biomassa de S. maxima e caracteristicas fisico-quimica do
BC

A pirélise lenta da biomassa de S. maxima (10°C.min"', 310°C) apresentou
um rendimento médio em BC bruto de 50,04%, ou seja, uma decomposicao 49,96%
da biomassa seca, valor muito proximo ao estipulado pela analise de TGA que
somou 52,97% da perda de massa no ponto de maior taxa de volatilizacdo. O maior
rendimento em BC de Chlorella vulgaris observado por Sotoudehniakarani et al.
(2019) ocorreu na amostra pirolisada a 450°C (42,5%). Segundo os autores, o alto
rendimento de BC foi atribuido a baixa temperatura de pirélise, enquanto a
espectroscopia Raman confirma as quantidades significativas de cinzas e
estruturas de carbono amorfo desordenadas.
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No entanto, apos lavagem do BC com solventes, neutralizagdo e lavagem
com agua, o rendimento em BC caiu para 33,99% (perda de 66,01% da massa
inicial), presumivelmente, devido a retirada dos compostos soluveis (bio-éleo e
outros compostos sollveis em agua) retidos na estrutura do BC e também as
perdas de massa durante os processos, principalmente no arraste das particulas
mais finas durante as filtragbes. Ao passo que a oxidagao do BC com H202 e HNO3
reduziu o rendimento para 23,11%, também, presumivelmente, devido a reacao
agressiva dos agentes oxidativos com os carbonos da superficie e perdas de massa
durante os procedimentos.

Na Figura 22 sdo apresentadas as imagens de microfotografia de MEV das
superficies da biomassa (Figura 22 A e B) e BC de S. maxima (Figura 22 C e D),
onde € possivel verificar a modificagdo morfoldgicas da superficie da biomassa in

natura e apds o processo pirolitico.

Figura 22 - MEV biomassa e BC de S. maxima: biomassa in natura ampliacao de (a) 1000x e
(b) 5000x; BC lavado ampliacao de (c) 1000x e (d) 5000x.
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Pelas microfotografias, observa-se que a biomassa in natura seca (Figura

22 A) possui uma superficie predominantemente plana com poucas falhas
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superficiais ou cavidades aparentes, resultante do empilhamento de células da
cianobactéria na secagem da biomassa (Figura 22 B). Em contraste, na amostra
de BC, observa-se a formacao de formas irregulares e o grande numero de
aberturas ao longo da superficie (Figura 22 C), devido ao processo de volatilizacao
dos compostos, e a existéncia de cavidades irregulares e rugosas (Figura 22 D).
Porém, as formas irregulares sao grandes e as cavidades porosas
consideravelmente baixas quando comparados a outros BCs, como apresentado
por Almeida et al. (2017) onde é notéria a textura rugosa e a formagéo de cavidades
microporosas no BC de semente goiaba, indicativo de alta area superficial.

O resultado da analise de superficie BET demonstrou uma area superficial
especifica, consideravelmente baixa, de 12,5 m2.g™" e volume de poros de 0,038
cmd.g”', em concordancia com a baixa porosidade observado nas microfotografias.
E como visto na literatura, normalmente o BC de microalgas tem area superficial
menor que a area do BC de biomassa lignocelulésica (LAW et al, 2022),
principalmente o BC produzido em baixa temperatura de pirélise, esperado valores
de area abaixo de 100 m2.g" e volume de poro abaixo de 0,3 cm3.g™' (LI; JIANG,
2017; PATRA et al, 2021). Apesar das carateristicas de porosidade serem
melhoradas com aumento da temperatura da pirélise (CHANG; TSAI; LI, 2014; LAW
et al., 2022) e ativagcées quimicas (LI; JIANG, 2017; PATRA et al., 2021) o
rendimento massico em BC cai drasticamente pela volatilizagdo do BC e destruicao
das estruturas do BC pela ativagao agressiva (TAN et al., 2017). Na Tabela 10 séo
apresentados alguns resultados de area BET em BC de microalgas encontradas na
literatura, evidenciando a baixa area superficial em BC de microalgas.

No trabalho apresentado por Sotoudehniakarani et al. (2019) as areas de
superficie BET foram muito baixas em todas as amostras de BC de Chlorella
vulgaris analisadas, com pouca variagdo causada pela temperatura de pirdlise: 2,9
m2.g™" a 450°C, 2,8 m2.g"' a 500°C e 2,2 m?.g" a 550°C. Enquanto que, no estudo
de Chang et al. (2014) com altas temperaturas, as areas BET tiveram um salto
significativo no aumento de 900°C para 950°C, de 9,92 m2.g™! para 341,71 m2.g™,
respectivamente. O aumento da area BET foi ainda maior com o aumento do tempo
de residéncia de 0 min para 30 min, de 555,1 m2.g' a 900°C para 840,49 m2.g' a
950°C. No entanto, as perdas em massa foram expressivas, com rendimento em
BC variando entre 13,8% e 29,4%.



Tabela 10 - Area de superficie BET em BC de microalgas.
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Condicoes da Area de
Autor Microalga . 9 . Ativacao Superficie BET
pirdlise 2 -1
(m%.g™)
GRIERSON et al. . . 500°C,
(2011) Tetraselmis chui 10°C/min, 20min - 19,03
CHANG et al. (2014) Chloreliasp (Residuo g00 o iy - 0,45
extracao de 6leo)
850°C, 0 min - 0,70
900°C, 0 min - 9,92
950°C, 0 min - 341,71
1000°C, 0 min - 450,06
800°C, 30 min - 310,44
850°C, 30 min - 459,99
900°C, 30 min - 555,10
950°C, 30 min - 840,49
NAUTIYAL et al Spirulina platensis 450°G,
(2016) (Residuo TEIS) 20 C/nr:i':’ 120 ] 167
NGUYEN et al - . o .
(2016) ndo especificada 400°C, 120min - 65,71
ZHENG et al. (2017) Chlorella sp 600°C, 30min - 6,16
Coelastrum sp 600°C, 30min - 2,12
Chlamydomonas sp 600°C, 30min - 15,03
fosta @t extaciose . 4000 - o7
' xracao 15°C/min, 90min
Ficocianina)
700°C,
15°C/min, 90min ’ 88,6
900°C,
15°C/min, 90min i 17,9
SOTOUDEHNIAKA . 450°C, 0,5kg/h,
RANI et al. (2019) Chilorella vulgaris 6.4s 2,90
500°C, 0,5kg/h,
645 2,80
550°C, 0,5kg/h,
6.4 s 2,20
C. vulgaris,
Scenedesmus  ggq0 0 skgih,
obliquus e - 2,60
6,4s
Synechococcus
leopoliensis
Chilorella sp (Residuo 450°C,
AMIN et al. (2020) extracdo de 6leo) 10°C/min, 60min 266
550°C,
10°C/min, 60min ’ 351
650°C, ) 151

10°C/min, 60min

(continua)
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(conclusao)

Tabela 10 - Area de superficie BET em BC de microalgas (continuacio).

Condicoes da L Are'a.de
Autor Microalga o Ativacao Superficie BET
pirdlise 2
(m%.g™)
CHOI et al. (2020) Spirulina sp. 350°C, 120 min - 0,31
550°C, 120 min - 1,55
750°C, 120 min - 2,63
CHAKRABORTY et Microalga~silvestre 490°C., at,ivacf:éo
al. (2020) (estacdo de 10 C/rmn, térmica . 21,00
tratamento) 120min 900°C, 60min
PILONI et al. (2021) Spirulina platensis 300°C, 20min - 2,2
ativacao
300°C, 20min térmica 4
400°C, 4h
310°C,
Este trabalho Spirulina maxima 10°C.min’", 60 12,5
min
310°C
o i 1 Ativagdo COg,
10 C.rr:il: , 60 350°C. 2h 162,02

Fonte: proprio autor

O mesmo ocorreu com o BC de S. maxima deste trabalho quando ativado
com CO:2 que, apesar da melhora da area BET para 162,02 m2.g"', apresentou
perda da massa inicial de BC de 49%. Logo, apesar da melhora da area de
superficie, os métodos utilizados para o aumento deste pardmetro acarretam na
baixa expressiva do rendimento em BC. Portanto, a finalidade do uso do BC, baixa
ou alta porosidade, é o parametro mandatorio para determinar o processamento de
producdo de BC de maior area superficial ou ndo.

Por fim, pode-se notar que area de superficie varia bastante pela
temperatura de pirélise e de espécie para espécie, justamente pela composicao
metabdlica ser Unica para cada espécie ou tipo de cultivo. O BC de lodo ativado,
biomassa nao-lignocelulésica, produzido por Zhang et al. (2019) apresentou 81,35
m2.g”' de area, saltando para 239,82 m2.g' para o mesmo BC ativado com CO:2 e
907,95 m2.g! para o BC ativado com KOH.

O residuo de madeira convertido em BC por Kastner et al. (2012) possui
area de 1137 m2.g"', enquanto que o BC de residuo de madeira produzido por
Dehkhoda; West e Ellis (2010) mostrou uma area de apenas 2,74 m2.g*'. Jad o BC
de faia (arvore de nome cientifico Fagus sylvatica) produzido por Narowska et al.
(2019), apresentou uma area superficial BET de 72 m2.g™'. A area de superficie do
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BC de casca de laranja produzido por Lathiya, Bhatt e Maheria (2018) foi de 44
m2.g”', no entanto, o BC sulfatado apresentou uma densidade elevada de grupos
SOsH na superficie e foi capaz de converter 91,68% do 6leo de milho em biodiesel.
O mesmo ocorreu com Dehkhoda, West e Ellis (2010) que, apesar da baixa area
de superficie do BC de residuo de madeira, o BC sulfatado foi capaz de converter
88% do dleo de canola em biodiesel.

Outros suportes cataliticos de baixa area superficial também tem sido
aplicados com eficiéncia na producao de biodiesel, como o Nb20Os de area 169,1
m2.g"' e Al203 de area 31,7 m2.g™" utilizados por Conceicao et al. (2017) e Carvalho

et al. (2017), respectivamente, como suportes catalitico em reacdes de TE.

5.2 Pré-tratamento quimico (ativacao quimica em uma etapa) da biomassa
de S. maxima para a producao de BC

Esta etapa do trabalho estudou o comportamento da degradagéo térmica
da biomassa de S. maxima, avaliando os pré-tratamentos com agente quimicos
(ativadores quimicos) que aumentassem a porosidade do BC de S. maxima, até
entdo produzido com baixa area de superficie e volume de poros. Assim procurou-
se estabelecer quais variaveis do tratamento da biomassa com agentes quimicos
favoreceu o maior rendimento em BC e porosidade.

Os tratamentos ocorreram com a impregnacao dos agentes quimicos na
biomassa precursora do processo da pirélise (pirélise em uma etapa) conforme o
planejamento experimental L9 de Taguchi variando o tipo de ativador, razédo
massica de impregnacao (ativador/biomassa) e temperatura de impregnacao (°C)
e analisando a area superficial (m2.g”') e a adsorcdo do corante Azul de Metileno
(mg.g7).

Os experimentos da matriz L9 foram feitos em duplicata, no entanto, dada
a dificuldade do controle da reacao e a limitada quantidade de biomassa disponivel,
alguns experimentos foram de dificil recuperagao apos pirdlise, para os resultados
do estudo sado apresentados sem a duplicata. A Tabela 11 apresenta a matriz
experimental e os resultados das variaveis respostas: area superficial especifica
(m2.g") e adsorcdo de Azul de Metileno (mg.g"') referentes a cada condigdo

experimental.
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Tabela 11 — Matriz experimental e resultados obtidos pelo planejamento experimental L9 de
Taguchi utilizado no pré-tratamento da biomassa de S. maxima para producao de BC.

Variavel resposta

Percentual Temp. de

. Ativador . . ~ Area Adsorcao de

Experimento . ativador impregnacao . .
quimico (% m/m) (°C) superficial Azul de Metileno
BET (m%g™) (mg.g™)

1 (1) H3POa4 (1) 10 (1) 25 14,26 61,58

2 (1) H3POa4 (2) 50 (2) 50 11,87 46,95

3 (1) H3POa4 (3) 75 (3) 80 17,49 49,58

4 (2) ZnCl2 (1) 10 (2) 50 13,81 57,55

5 (2) ZnCl2 (2) 50 (3) 80 12,96 34,49

6 (2) ZnCl2 (3) 75 (1) 25 16,17 52,14

7 (3) KOH (1) 10 (3) 80 12,62 91,91

8 (3) KOH (2) 50 (1) 25 10,33 94,01

9 (3) KOH (3) 75 (2) 50 32,57 158,08

Fonte: Proprio autor

As variaveis respostas area de superficie e adsor¢cao do corante foram
plotados em um grafico de barras e apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Resultados variaveis resposta do pré-tratamento da biomassa de S. maxima
para producao de BC.
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Em uma analise geral dos resultados da analise BET (Tabela 11 e Figura
23), os pre-tratamentos da biomassa néo resultaram em grande variagdo da area
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superficial do BC, com excec¢ao do experimento 9 que apresentou um valor maior
em relacdo aos demais. Em especifico, a alteragao do tipo de ativador quimico néo
provocou efeito significativo sob a area superficial do BC, sendo o percentual e
temperatura os principais fatores que modificaram a superficie do BC.

De outro modo, os resultados em adsorcao do corante Azul de Metileno
nao foram diretamente proporcionais com o0 aumento da area superficie, como para
os ensaios 1 e 3 (impregnados com HsPQO4) que apresentou um aumento na area
de superficie (de 14,26 m2.g™! para 17,49 m2.g™"), porém, foi observado uma queda
na adsorcdo do corante de 61,58 mg.g' para 49,58 mg.g™' (Figura 23) porventura
do aumento do percentual do ativador no pré-tratamento da biomassa que resultou
na maior inclusdo de grupos funcionais na superficie do BC.

No entanto, os ensaios 7, 8 e apresentaram maior adsor¢gao do corante,
sendo 0 ensaio 9 0 que apresentou 0s maiores valores de area superficial e de
adsor¢ao do corante. Também é possivel observar que, apesar das amostras terem
valores de area aproximados, nos ensaios 2, 5 e 8 o tipo de ativador utilizado influiu
no efeito da adsorgéo pelo BC, eventualmente dado pela modificacdo dos grupos
funcionais da superficie, mudando o sitio de adsorcéo do BC. Logo, o KOH parece
favorecer a adsorcdo do corante enquanto que o H3zPO4 e ZnCl2 interferem de
maneira negativa nos sitios de adsor¢ao.

Na Figura 24 s&o apresentadas as imagens de microfotografia das
superficies dos BCs obtidos com o pré-tratamento quimico, onde é possivel verificar
a modificagao morfolégica da superficie do BC ap6s o processo pirolitico.

Pelas microfotografias de MEV, observa-se que o BC tratado com HsPO4
(Figura 24 A e B) é predominantemente irregular com aberturas ao longo da
superficie e sulcos paralelos, destacados na Figura 24 B, demonstrando as fissuras
ocasionadas pelo agente ativador, e microcavidades ao longo da superficie.
Enquanto que, para o BC tratado com ZnCl2 (Figura 24 C e D) o material se mostra
mais desintegrado com poucas estruturas inteiricas. Também é possivel notar a
superficie completamente irregular deste BC com formas irregulares e grande
nuamero de aberturas na superficie. J& o BC tratado com KOH (Figura 24 E e F),
apesar de também apresentar grande formas irregulares, é possivel notar na Figura

24 F a existéncia de um grande numero de microcavidades ao longo da superficie.
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Figura 24 — MEV dos BCs de S. maxima: ativado com H3;PO, (a) ampliacdao de 1000x e (b)
5000x; ativado com ZnCl. (c) ampliacédo de 1000x e (d) 5000x; ativado com KOH (e) ampliacao
de 1000x e (f) 5000x
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Fonte: Proprio autor

5.2.1 Analise estatistica

5.2.1.1 Efeito dos fatores para a area superficial especifica (m2.g™)

O grafico de efeitos para a area superficial do BC de S. maxima é
apresentado na Figura 25. Pela analise do grafico de efeitos, observa-se que o
percentual de ativador no pré-tratamento da biomassa (parametro B) mostra ser a
variavel mais significativa para o aumento da area superficial visto a amplitude da

reta formada entre o ponto maximo e as médias das médias (eixo central do grafico
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de efeitos), ou seja, quanto maior a amplitude entre os niveis deste parametro,
maior € influéncia sobre a variavel resposta estudada. Isto € confirmado pela tabela
ANOVA (Tabela 12) onde apenas o fator A foi significativo (F-test = 2,37).

Figura 25 - Grafico de efeitos principais para as médias de area de superficie do pré-
tratamento quimico da biomassa para producao de BC.
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Fonte: Proprio Autor

Com significancia menor, a temperatura do pré-tratamento (parametro C)
tem menor efeito sobre o aumento da area superficial. O intervalo de temperatura
apresentou uma possivel faixa de temperatura preferivel visto que os extremos de
temperaturas estudas (25°C e 80°C) tiveram menor efeito, em contrapartida, a
temperatura de 50°C (nivel 2) foi responsavel por aumentar a area de superficie do
BC.

Por fim, o ativador quimico (parametro A) mostrou ter pouca influéncia sob
a area de superficie quando utilizados HzPO4 e ZnCl2. No entanto, o uso de KOH
(nivel 3) mostrou ter um efeito sob esta variavel resposta sendo o mais indicado
para o aumento da area superficial do BC. Porém, o efeito pode ser considerado
modesto por conto do valor do teste-F de 0,43.
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Tabela 12 - ANOVA para as médias de area de superficie do pré-tratamento quimico da
biomassa para producao de BC.

Fonte sQ GL QM F p
A 33,3446 2 16,67230 0,430848 0,698886
B 183,2169 2 91,60845 2,367358 0,296969
C 60,2514 2 30,12570 0,778512 0,562268

Erro 77,3930 2 38,69650
GL — Graus de liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p.

Fonte: Proprio Autor

Assim, segundo o gréfico de efeitos, o0 ajuste que sugere a maximizacao da
varidvel resposta area de superficie especifica (m2.g') segue a seguinte
combinacao de fatores:

e Fator A (Ativador quimico) = nivel 3 (KOH)
e Fator B (Percentual do ativador) = nivel 3 (75% m/m)
e Fator C (Temperatura) = nivel 2 (50°C)

Logo, € sugerido que o pré-tratamento da biomassa seja feito com o uso
de KOH com o percentual de 75% m/m em temperatura em nivel médio de 50°C.
Em variavel codificada o ajuste sugerido é 3,3,2. Este ajuste corresponde ao
experimento 9 da matriz experimental, ndo sendo necessaria a execu¢cao de um
experimento confirmatério. Pela ANOVA (Tabela 12) o efeito dos fatores diminuiu
na seguinte ordem: Percentual de ativador > Temperatura > Ativador.

De modo geral, as amostras ndo tiveram um ganho significativo da area de
superficie quando comparado com o BC produzido sem o pré-tratamento da
biomassa antes do processo pirolitico (item 5.1.2). Como visto, o BC produzido sem
tratamento apresentou area superficial de 12,5 m?.g™' enquanto que a média geral
dos BCs com pré-tratamento foi de 15,79 m2g’', um ganho de 4area
consideravelmente baixo. Apesar do maior aumento de area obtido no ensaio 9, o
ganho de area nao justifica a realizacao do pré-tratamento pois em processos de
ativacdo quimica sdo esperados ganhos que atinjam mais de 100 m?;g”' de area
superficial, sendo considerado BC ativo quando atingem 1500 m?;g™' (PATRA et al.,
2021).

Como explicam Tan et al. (2017) e Balajii e Niju (2019), em alguns casos a
ativacao quimica é agressiva suficiente para destruir as estruturas porosas do BC,
bem como, para desintegrar os poucos poros BC de microalgas, podendo diminuir
a area de superficie. O que explica o baixo desenvolvimento de area superficial
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obtido neste estudo em particular, que pode ser relacionada ao fato de a
composicao da biomassa nao apresentar lignina, que traria maior rigidez estrutural
ao BC. Entdo, o processo de ativacdo destrdi as estruturas dos poros, nao

desenvolvendo mais estruturas porosas.

5.2.1.2 Efeito dos fatores para a adsorcao de Azul de Metileno (mg.g-')

Diferentemente da resposta em area superficial, o tipo de agente ativador
teve um efeito expressivo na adsor¢ao do corante pelo BC tratado. Como visto, as
condi¢des experimentais 7, 8 e 9 (impregnadas com KOH) apresentaram a maior
adsorcdo do corante, mas nem sempre acompanhado da melhora da area
superficial. O grafico de efeitos para adsor¢éo de azul de metileno € apresentado
na Figura 26.

Pela anédlise do grafico de efeitos observa-se que o tipo de ativador
(parametro A) tem a maior amplitude entre os pontos de maximo e minimo,
mostrando ser o principal fator que altera a caracteristica de adsor¢cao do BC.
Confirmado pela tabela ANOVA (Tabela 13) com o maior valor do teste F (F-test =
10,8221). O gréfico de efeitos para a adsorcao do corante demonstra a maior
capacidade de adsorcéo pelos BCs impregnados com KOH (parametro A).

O percentual do ativador (parametro B) e a temperatura (parametro C) nédo
mostraram influéncia significativa na modificacao dos sitios de adsorcao do BC (F-
test = 1,5592 e F-test = 1,6691, respectivamente). Para mais, a alta temperatura do
pré-tratamento em 80°C (nivel 3) afeta negativamente a capacidade de adsorcao
pelo BC muito provavel que a temperatura aumenta em demasia a degradacao da
biomassa, e, novamente, indicando uma regido étima da temperatura de trabalho,
onde a temperatura de 50°C (nivel 2) foi responsavel por aumentar a capacidade
adsorcao do BC. Enquanto que a adsor¢ao decai conforme o percentual de ativador
utiizado aumentou de 10% para 50%, porém, uma melhora significativa da
adsorcao € observada quando aumentado o percentual para 75%. Possivelmente,
devido a algum efeito sinérgico ndo observavel entre os fatores.
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Figura 26 - Grafico de efeitos principais para as médias de adsorcao de azul de metileno

pelo BC de pré-tratamento quimico da biomassa.
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Tabela 13 - ANOVA para as médias de adsorcao de azul de metileno pelo BC de pré-

tratamento quimico da biomassa.

Fonte sQ GL QM F o]
A 8297,60 2 4148,80 10,8221 0,0846
B 1195,49 2 597,74  1,5592  0,3907
C 1279,74 2 639,87 1,6691  0,3747
Erro 766,73 2 383,37

GL — Graus de liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p.
Fonte: Proprio Autor

Assim, segundo o gréfico de efeitos, o0 ajuste que sugere a maximizacao da
varidvel resposta adsorcdo de azul de metileno (mg.g') segue a seguinte
combinagao de fatores:

e Fator A (Ativador quimico) = nivel 3 (KOH)
e Fator B (Percentual do ativador) = nivel 3 (75% m/m)
e Fator C (Temperatura) = nivel 2 (50°C)

Assim como para a variavel resposta em é&rea superficial, € sugerido
também que o pré-tratamento da biomassa seja feito com o uso de KOH com o
percentual de 75% m/m em temperatura amena de 50°C para maximiza a adsorcao
do corante pelo BC. Em variavel codificada o ajuste sugerido é 3,3,2,
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correspondente ao experimento 9 da matriz experimental, ndo sendo necessaria a
execucdo de um experimento confirmatoério. Pela ANOVA o efeito dos fatores
diminuiram na seguinte ordem: Ativador > Temperatura > Percentual de ativador.

De modo geral, as amostras de BC de biomassa pré-tratadas com KOH
apresentaram maior capacidade de adsorcdo do corante, presumivelmente por
modificar o sitio de adsor¢ao da superficie do BC tal como ndo ocorre pelos agentes
H3zPO4 e ZnCl2, bem como o melhor desenvolvimento de meso e microporos. No
entanto, algumas condi¢cdes experimentais mostraram resultados eficientes na
adsorcao do corante. A média de adsorcao do corante pelos BCs foi de 71,81 mg.g
! adsorgéo efetiva quando comparado a bons resultados de adsorgéo na literatura
como a adsorgdo do corante azul de metileno de aproximadamente 40 mg.g™" pelo
compésito de Nb20Os/xerogel de carbono seco em spray dryer (DE MORAES et al.,
2020), de aproximadamente 60 mg.g™' pelo éxido Nb20s.nH20 (DE MORAES et al.,
2018), de 7,84 mg.g' pelo serragem de madeira (BOUYAHIA et al., 2023) e de
191,07 mg.g™' pelo BC (mistura de papelao e biossdlidos derivados de biodigestao)
(ZUHARA; PRADHAN; MCKAY, 2023). Sendo, entdao, o BC de S. maxima um
adsorvente em potencial para remocao de corantes de aguas residuais de industria
téxtil.

5.3 Preparo e selecao do catalisador heterogéneo de BC - Esterificacao
heterogénea de acido palmitico

As reacgdes de esterificacdo do acido palmitico, um precursor de biodiesel,
serviram como uma avaliacdo preliminar do poder catalitico dos catalisadores
baseados em BC. A analise preliminar auxiliou o prospecto de melhorias e a
solucionar impedimentos na utilizacdo dos BCs impregnados como catalisador
heterogéneo na esterificagdo do precursor de biodiesel. Nesta analise preliminar de
selecdo do suporte a base carbono também foram testados outros carvoes para
efeito de comparacéo e controle. Foram realizados ensaios com carvdo ativado
comercial (CAC), hidrocarvao (HC) da biomassa de S. maxima, bagaco de malte e
bagaco de lupulo, e também com xerogel do compédsito Nb2Os/tanino.
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5.3.1 Teste preliminar com BC de S. maxima impregnado

As reacbes foram feitas em duplicata, ou triplicata quando apresentou
variacdo significativa do resultado, seguindo a metodologia e parametros
apresentados no ltem 4.6.. Nesta etapa do trabalho, buscou-se estabelecer o
método de impregnagéo, catalisador impregnado e uma série de tratamentos do
BC que favorecessem o aumento da conversao do &cido graxo. Os resultados em
percentual de conversdo do acido palmitico utilizando os BCs de S maxima sao
apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados da conversao na reacéo de esterificacdo do acido palmitico pelos
catalisadores de BC de S. maxima.

. Método de % Conversao
Suporte Fase ativa impregnacéo (%m/m)
Sem suporte HPA-Mo - 93,49
Sem suporte ZnCl2 - 9,31
BC HPA-Mo 30% (m/m) Iﬂgg::; 33,34
BC ZnCl2 30% (m/m) Exc. Solvente 0,33
BC HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 5,48
BC HPA-Mo 10mM Exc. Solvente 7,28
BC HPA-Mo 15mM Exc. Solvente 4,8
BC ativagéo ZnCl2 HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 2,01
BC ativagao H3POq4 HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 1,26
BC Neutralizado HPA-Mo 2mM Exc. Solvente 0,02
BC Neutralizado HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 3,17
BC Neutralizado E;é-\%?ugggg E)gs)ic)) Exc. Solvente 1,19
BC Neutralizado Calcinado 350°C HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 5,61
BC Neutralizado Calcinado 500°C HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 2,98

Fonte: Proprio autor

No geral, é visto na Tabela 14 que os resultados em conversdo em ésteres
foram baixos para praticamente todos os empregos do BC impregnado.

Apesar da conversdo mais alta nas reagées com o BC impregnado via
umidade incipiente, os ensaios apresentaram uma coloracdo azul no meio
reacional. A coloracao é correspondente ao HPA-Mo nao fixado no BC. A Figura 27
B apresenta o meio reacional antes da purificacdo dos ésteres de uma das

amostras reagidas com BC impregnado via umidade incipiente.
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Figura 27 — Reducao do HPA-Mo em 6xido de molibdénio: (a) Solucao de HPA-Mo antes da
etapa de impregnacao (b) Meio reacional ao término da reacao de esterificacao com o BC
impregnado via umidade incipiente: coloragao azul resultante do HPA-Mo nao fixado e
decomposto.

Fonte: Proprio Autor

No entanto, o HPA sélido e a solu¢ao de HPA possuem coloracdao amarela
(Figura 27 A). A coloragao azul observada (Figura 27 B) 0é devido a reducédo do
composto de HPA, que se decompde em 6xido de molibdénio - redugéao do Mo(VI)
para Mo(V) (KOZHEVNIKOV, 1998; NARKHEDE; SINGH; PATEL, 2015), ou seja,
0 composto se decompde e nao retem a estrutura de Keggin do HPA-Mo. Visto o
comportamento de desprendimento do catalisador na impregnacéo via umidade
incipiente, esse meétodo foi descartado no desenvolvimento do catalisador
heterogéneo de BC.

Ademais, o uso do ZnClz puro ou impregnado no BC (acidez superficial de
2,48 mmol H*.g"') ndo se mostraram promissores na reacdo de esterificacdo e seu
uso também foram desconsiderados para o estudo exploratorio subsequentes.

Em todos os usos de BC impregnado com HPA-Mo as conversdes se
mostraram baixa quando comparados com o uso do HPA-Mo sem suporte (puro).
Em 4 h de reacéo, foi alcancado 93,49% de converséao utilizando o HPA-Mo sem
suporte, enquanto que os resultados com o BC impregnado ndo ultrapassaram
7,28% de conversao (acidez superficial do BC-HPA-Mo 5mM de 3,615 mmol H*.g
). Ao variar a concentracdo da solucdo de impregnacdo (5, 10 e 15 mM) é
observavel uma provavel saturacdo dos poros pelo HPA em maiores
concentracdes, visto que a conversdo decai com o aumento da concentragdo da

impregnagao.
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No estudo realizado por Alcaniz-Monge et al. (2013), a conversao do acido
palmitico atingiu o patamar de conversédo de 76% (6 h de reagdo a 60°C com
metanol na razdo molar 1:97) utilizando 200 mg de CA de bambu como suporte
para o HPA-Mo (44% m/m, acidez superficial 288 umol HNOaz.g™"). A conversdo
mais alta conseguida pelos autores sao atribuidas pela grande area de superficie
do carvao de bambu utilizada (1990 m2.g”') que aumenta a proporcdo de sitios
acidos. No entanto, houve um decréscimo expressivo da conversdo no ciclo de
reutilizagao devido a lixiviagao do HPA.

Em outro estudo, Alcaniz-Monge et al. (2018) exploraram o uso da zircénia
(ZrO2) impregnada com HPA-W (10-50% m/m) na reacao de esterificagdo do acido
palmitico (metanol na razdo molar 1:97 em 6 h de reagcdo a 60°C). A zircbnia
apresenta area superficial bem mais baixa, 164 m2.g', porém a conversdo com 300
mg do catalisador carregado com 30% em massa atingiu conversao de 95% de
conversao e tiveram menor perda de atividade catalitica por lixiviagdo do HPA em
ciclos de reutilizagdo. Segundo os autores, a maior conversdo é explicada pelo
aumento da area superficial apdés a impregnacdo (365 m2.g') resultante da
oxidagao da zirconia pelo HPA durante a calcinacao do catalisador.

No estudo apresentado por Prado et al. (2018), foi avaliada a esterificacao
do acido laurico, um acido graxo de cadeia menor (C12H2402), com metanol (razdo
molar 1:50) a 70°C por 10 h catalisada por BC de residuo de madeira (candeia sem
6leo essencial) impregnada com HPA-Mo. Apesar da grande area superficie do BC
de madeira ativado com K2CQOzs (711 m2.g"), a esterificacdo ndo ultrapassou 80%
de conversdo. Segundo os autores, embora haja uma baixa carga do HPA
introduzida no BC, resultando na baixa acidez, o suporte desempenha um papel
fundamental na reacdo e pode contribuir para a obtencdao de uma alta taxa de
conversao.

Uma alternativa de melhoria de porosidade, ativacdo por HzPO4 e ZnCl2
estudado no ltem 5.2, também n&o trouxeram aumento da conversdo. A ativacao
por KOH nao foi considera para essa etapa do estudo pelos grupos alcalinos
presentes na superficie do BC.

Dando seguimento aos testes, foi percebido que a solucao filtrada apoés a
impregnacao dos BCs apresentava uma leve coloragédo azulada, logo uma possivel
redugao do HPA-Mo também estava ocorrendo. Ao medir o pH da mistura do BC,
ainda nao impregnado, com agua deionizada, a solucao apresentou pH de 10,37,
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indicando um caréter alcalino do BC. Entéo, passou-se a realizar a neutralizagao
do BC durante a etapa de lavagem, afim de neutralizar o carater alcalino do BC e
evitar a reducéao do HPA-Mo durante a impregnacao. Foi adicionada solu¢ao de HCI
0,1M até pH=7). No entanto, a solucao filtrada ainda mostrou coloracao levemente
azulada apds a impregnacdo, e como pode se observar na Tabela 14, as
conversdes do acido graxo utilizando o BC neutralizado ainda permaneceram
baixas. A acidez superficial do BC neutralizado e impregnado com HPA 5mM foi de
0,55 mmol H+.g', enquanto que, inicialmente, a acidez superficial do BC
neutralizado foi de 0,24 mmol H*.g™".

5.3.2 Teste preliminar com BC de S. maxima oxidado e impregnado

A hipétese final foi que o BC da S. maxima apresentava grupos funcionais
de superficie capaz de reduzir o HPA-Mo. Assim, foram realizadas a lavagem do
BC com agente oxidantes fortes para eliminar possiveis grupos redutores e grupos
funcionais basicos presentes na superficie: primeiramente sendo realizada a
oxidagao com H20:2 e, posteriormente com HNOs.

Essa modificacdo da superficie é apresentada no espectro de FITR
apresentado na Figura 28. Apesar da complexidade dos grupos de superficie e
dificuldade de interpretacdo, principalmente pela sobreposicao de picos, alguns
grupos funcionais na superficie dos BCs podem ser identificados.

Os grupos funcionais do BC de S maxima foram bem intensos em
aproximadamente: 3600-3300 cm™', 1710 cm', 1560 cm™', 1090 cm™', 790 cm™ e
463 cm™'. A banda larga entre 3600-3300 cm™' apresenta as vibragdes dos grupos
—OH (hidroxila em carboxilicos, fenodis ou agua absorvida) (TRAN et al., 2020).
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Figura 28 — Espectro de FTIR do BC de S. maxima e do BC de S. maxima oxidado (20%

m/m).
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A banda em torno de 1700 cm™'! corresponde ao estiramento C=0 do grupo
—COOH revelando a presenca de acido carboxilico (FU et al., 2013). Picos no
comprimento de onda de 1560 cm™', indicam o alongamento C=C do hidrocarboneto
poliaromatico.(TANG et al., 2020). As bandas préximas a 1085 cm™' correspondem
as variagoes de flexdo/deformacao de alcenos sugerindo que a camada de carbono
do BC é aromatica e estavel (GE et al., 2020). Os comprimentos de onda entre
1000 e 400 cm™ no espectro FTIR correspondem as cinzas do BC, que indicam a
maioria dos componentes minerais (HUSILLOS RODRIGUEZ; MARTINEZ-
RAMIREZ; BLANCO-VARELA, 2016). As cinzas de Si geram picos nas bandas 463
cm™' e 1073 cm™' e estdo relacionadas a vibragéo de flexdo Si-O-Si (DAS; ROUT,
2022), assim sobrepondo e gerando a banda larga entre 1087 cm™ 1073 cm-'.

Portanto, o processo de oxidacdo do BC com H202 e HNOs demonstra a
remocao/conversao efetiva dos residuos piroliticos da superficie evidenciando as
cinzas formadas na estrutura do BC. Essa modificagao da superficie também é vista
com a emersao dos picos em 1700 cm™' correspondente ao acido carboxilico, bem
como a diminuicdo das bandas entre 2960-2860 cm™ (vibragcbes de metil e
metileno), correspondente a matéria organica original preservada, ou seja, matéria
organica nao convertida na pirélise é removida ou reagida no processo de oxidacao
do BC.
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Tabela 15 — Resultados da conversao na reacéo de esterificacdo do acido palmitico pelos
catalisadores de BC oxidado de S. maxima.

. Método de % Conversao
Suporte Catalisador impregnacéo (%m/m)
o o HPA-Mo 5mM (em
BC oxidagao H202 20% H202 20%) Exc. Solvente 1,79
BC oxidagao H202/HNO3 10% HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 1,23
BC oxidagao H202/HNO3 20% HPA-Mo 2mM Exc. Solvente 1,13
BC oxidagao H202/HNO3 20% HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 0,46
o 5 HPA-Mo 30%m/m (em Umidade
BC oxidagao H202/HNO3 20% H202 3%) Incipiente 65,79

Fonte: Proprio autor

Inicialmente, o BC foi oxidado com os agentes a 10%, (m/m), no entanto,
este BC impregnado resultou em conversbes do acido graxo ainda
consideravelmente baixas (Tabela 16). Ao aumentar os agentes oxidantes para
20% (m/m), os BC impregnados ainda permaneceram com a conversao em
patamar baixo. Apesar da modificacdo dos grupos funcionais da superficie do BC
de S. maxima pelo processo de oxidagao, o poder de catédlise do BC impregnado
ainda permaneceu baixo. A acidez superficial do BC-oxi-HPA 2mM foi de 3,48 mmol
H+.g', enquanto que, inicialmente, o BC oxidado apresentou acidez superficial de
1,86 mmol H+*.g™".

Na Figura 29 sdo apresentadas as imagens de microfotografia de MEV das
superficies do BC de S. maxima oxidado com H202 e HNOs e do BC de S. maxima
oxidado e impregnado com o HPA 2 mM.

Pelas microfotografias (Figura 29) é possivel verificar que morfologia do BC
oxidado possui diferencas com a morfologia apresentada pelo BC sem oxidagéo
(Figura 22). O BC oxidado também demonstra ter uma superficie com grande
numero de falhas aparentes e formas irregulares. Porém, apbés a oxidacao é
possivel notar o grande niumero de microcavidades na superficie na microfotografia
ampliada em 5000x (Figura 29 B). O surgimento de tais cavidades podem estar
relacionada ao desprendimento das matérias organicas nao convertidas e residuos
piroliticos com a acao dos agentes oxidantes. Para o BC oxidado e impregnado
(Figura 29 C e D), € possivel verificar que ndo ha mudanga da morfologia do BC
oxidado antes da impregnacéao (Figura 29 A e B), revelando que a impregnacgao do

HPA a 2 mM nao descaracteriza a morfologia inicial do BC oxidado.
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Na Figura 30 sao apresentados o espectro de FITR das amostras de BCs
impregnados.

Figura 29 - MEV: BC oxidado de S. maxima ampliacao de (a)1000x e (b) 5000x; BC oxidado de
S. maxima impregnado com HPA 2 mM ampliacao de (c) 1000x e (d) 5000x.

a) > b)

EEL-USP H D89 x1.0k 100um EEL-USP H D89 x50k 20um

EEL-USP H D9.0 x10k 100um EEL-USP H D90 x50k 20um

Fonte: Proprio autor

Figura 30 - Espectro FTIR do BC impregnando com HPA de Mo: a) BC de S. maxima e b) BC
oxidado de S. maxima.
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Para o HPA de Mo puro, quatro bandas tipicas de HPA de estrutura de
Keggin podem ser observadas entre 800-1100 cm™' no espectro de FTIR: bandas
em 1100-1065 cm™' correspondem ao alongamento da vibragao de P-O tetraédrico
(dtomo de oxigénio e P central); bandas entre 975-954 cm™ corresponde ao atomo
de oxigénio terminal ligado a trés atomos de Mo (M=0); bandas entre 890-870 cm"
! correspondem a vibragao do oxigénio compartilhados em canto da ponte (Mo-O-
Mo inter octaédrico) e as bandas entre 810-785 cm™' corresponde a vibragédo do
oxigénio compartilhado na borda da ponte (Mo-O-Mo intra octaédrico)
(CASTANHEIRO et al., 2020; CONCEICAOQ et al., 2017; HELMI et al., 2021; SUN
et al., 2020). Para os BCs impregnados (sem e com oxidacao) apresentados na
Figura 30 A e B, embora algumas bandas do HPA sejam sobrepostas as bandas
do proprio suporte (CASTANHEIRO et al., 2020), as bandas de absorcao proximas
a 1090 cm™ e 800 cm™' da unidade Keggin (PM012040 3-) estdo presentes em
ambos espectros, 0 que indica a presenga da estrutura do HPA-Mo na superficie
dos BCs e a preservagao da estrutura de Keggin. Na regiao préxima a 1625 cm-1,
0 pico pode ser atribuido a moléculas de agua adsorvidas nas superficies dos BCs
impregnados (CONCEICAO et al., 2017). No entanto, as bandas podem estar
sobrepostas com a as vibragdes de C=C (HELMI et al., 2021).

5.3.3 Teste preliminar com BC de biomassa extraida (sem 6leo) impregnado

Foi realizado, também, ensaios com o BC da biomassa de B. braunii
residual da extracdo de o6leo (BM-Exir.) e a média das conversées sao
apresentadas na Tabela 16. O BC de BM-Extr. também passou por processos de
oxidagao com H202 e HNO3 e seus espectros de FTIR sdo apresentados na Figura
31.

Tabela 16 — Resultados da conversao na reacao de esterificacdo do acido palmitico pelos
catalisadores de BC da biomassa residual (extracao de 6leo) de B. braunii.

Suporte Catalisador ir:\nn;rtggdr?aggo % Conversao
BC resfduo (s/ Gleo) oxidagao HPA-Mo 2mM Exc. Solvente 4,84

H202/HNO3 20%

Fonte: Proprio autor
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Figura 31 - Espectro de FTIR para o BC de S. maxima oxidado a 20% (m/m), BC de BM-Extr.
(biomassa sem o6leo) de B. braunii e BC oxidado da BM-extr. de B. braunii.
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Fonte: Proprio Autor

Ambos BCs oxidados, BC de S. maxima e BC de BM-Extr. de B. braunii,
resultaram em espectros de FTIR semelhantes, com exce¢cdo ao pico de
intensidade média na banda 2225 cm, correspondente ao estiramento C=C
(alcino) ou estiramento C=N (nitrila) (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).
Na amostra ainda sem passar pelo processo de oxidagdo (BC-Extr.) esta banda
aparece mais intensa, bem como as bandas em 1631 cm™ (vibragdo de C=0 em
amidas) (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994) e 1087 cm™' sobreposicao,
em grande parte, pelas vibragdes das cinzas e flexdo/deformagao de alcenos em
menor parte. E evidente a diminuicdo destas bandas no BC apés a oxidacdo (BC
BM-Extr. oxidado) onde os picos destas bandas séo reduzidos ou inexistentes.

Como visto, 0 BC de S. maxima e o BC de BM-Extr., ambos na forma
oxidada, sao bastante semelhantes nos grupos funcionais de superficie,
demonstrando equivaléncia no uso de ambos BCs. Quando o BC de BM-Exir.
impregnado com HPA foi utilizado na esterificacdo do acido palmitico o mesmo
apresentou resultados de conversdo no mesmo baixo patamar do BC de S.
maxima. Logo, as mesmas caracteristicas de baixa conversao foram encontradas

para as duas matérias-primas.
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5.3.4 Teste preliminar com carvao ativado comercial (CAC)

Os resultados da conversao do acido palmitico pelo CAC, suporte a base

de carbono para comparacéo e controle, sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados da conversao na reacao de esterificagdao do acido palmitico pelos
catalisadores de CAC.

. Método de X
Suporte Catalisador impregnacéo % Conversao
Umidade
CAC HPA-Mo 30%m/m Incipiente 40,98
Umidade
CAC HPA-W 30%m/m  Incipiente 0,98
CAC HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 7,21
CAC HPA-W 5mM Exc. Solvente 1,8
CAC ativagao HzPOa4 HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 5,41
CAC ativacao HzPOa4 HPA-W 5mM Exc. Solvente 6,02
CAC oxidacao H202/HNO3 10%  HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 13,34
CAC oxidacdo H202 20% HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 6,98
CAC oxidacao H202o/HNO3 20% HPA-Mo 2mM Exc. Solvente 10,58
CAC oxidagdo H202/HNO3 20%  HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 10,81
HPA-Mo 30%m/m Umidade
CAC oxidacao H202/HNO3 20%  (em H202 3%) Incipiente 87,83

Fonte: Proprio Autor

Assim como para os BCs de S. maxima, os CACs impregnados
apresentaram o mesmo comportamento na impregnacdo via umidade incipiente,
resultando em meio reacional azulado. Portanto, o CAC/HPA via umidade incipiente
também carrega maior quantidade de HPA néao fixada e liberada no meio reacional.

De maneira geral, os resultados da conversédo utilizando o CAC como
suporte catalitico resultaram em baixas conversées do acido graxo. Todos os
métodos de melhoria de porosidade ou modificacdo de grupos de superficie
(ativagbes e oxidagbes) aplicados ao BC de S. maxima também foram aplicados
para o CAC. No entanto, os processos de modificacoes da superficie do CAC
mostraram resultados de conversdo em ésteres de moderado a baixo. Uma nova
abordagem foi a impregnacao do HPA de tungsténio (HPA-W) no CAC, porém, os
resultados em conversdo foram semelhantes ou inferiores aos resultados obtidos
com o HPA-Mo.

Na Figura 32 sdo apresentadas as imagens de microfotografia de MEV das
superficies dos CAC oxidado com H202 e HNOs, onde é possivel verificar a

morfologia da superficie do CAC.
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Figura 32 — MEV do CAC: ampliacao de(a) 1000x e (b) 5000x.
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Fonte: Proprio autor

Pelas micrografias (Figura 32), observa-se que o CAC possui uma
superficie predominantemente plana com poucas falhas aparentes e formas
irregulares. No entanto, é possivel notar um certo padrdao e grande nuamero de
microcavidades que podem ser macroporos uniformemente distribuido pela
superficie do CAC. Apesar da aparente numerosidade de macroporos, 0S
resultados do CAC impregnado foram ligeiramente maiores que os alcangados com
o BC de S. maxima impregnado.

Na Figura 33 é apresentado o espectro de FTIR das amostras de CAC
oxidado e CAC oxidado e impregnado.

Para o CAC, o pico largo préoximo a 3400 cm™ esté associado as bandas
do grupo O-H. A banda fraca em 2920 cm™' ¢ atribuida a presenca do trecho C-H
alifatico (CH, CHz e CHs) e a banda préxima 2850 cm™' é atribuido ao alongamento
simétrico CH2 (MOJOUDI et al, 2019). E possivel notar que para o CAC
impregnado com HPA permanece com o mesmo perfil do CAC. Apenas, com a
sobreposicao dos picos tipicos do HPA imobilizado e da complexa superficie do
CAC, porém intensificagbes em 1100 cm™ (P-O) e em 800 cm™' (Mo-O-Mo intra
octaédrico) sao notorias.
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Figura 33 - Espectro FTIR para (a) o CAC e (b) o CAC impregnando com HPA-Mo.
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Fonte: Proprio autor
5.3.5 Teste preliminar com hidrocarvao (HC) impregnado

Os resultados da conversdao do acido palmitico pelos HCs séo

apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados da conversao na reagao de esterificacao do acido palmitico pelos

catalisadores de HC de diferentes biomassas.

. Método de 2
Suporte Catalisador impregnacéo % Conversao
HC de S. maxima HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 3,32
HC de bagaco de Malte HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 0,56
HC de bagaco de lupulo HPA-Mo 5mM Exc. Solvente 0,42

Fonte: Proprio Autor

Pode-se observar que os trés HCs propostos ndo apresentaram conversao
significativas. Sendo o HC da biomassa de S. maxima o suporte de mais alta
conversao, ainda assim, consideravelmente baixa quando comparado as reagoes

realizadas com o BC de S. maxima e o CAC.

5.3.6 Teste preliminar com xerogel de carbono impregnado
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Os resultados da conversao do acido palmitico pelo xerogel do compésito

N20Os/tanino sao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados da conversao na rea¢ao de esterificacao do acido palmitico pelos
catalisadores de xerogel de carbono.

. Método de =
Suporte Catalisador impregnacio % Conversao
Xerogel HPA-Mo 5mM  Exc. Solvente 4,97
Xerogel oxidacédo H202 20% HPA-Mo 5mM  Exc. Solvente 2,49
Xerogel oxidagdo H202/HNO3 10% HPA-Mo 5mM  Exc. Solvente 7,66
Xerogel oxidacdo H202/HNO3 10% HPA-W 5mM Exc. Solvente 3,34

Fonte: Proprio Autor

Como visto, o xerogel de carbono também apresentou comportamentos
semelhantes ao BC de S. maxima, solugéao de filtragdo com coloracao azulada e
baixa conversao do acido palmitico. Assim, as amostras de xerogel também foram
oxidadas afim de eliminar grupos redutores da superficie. No entanto, as oxidagdes
do xerogel ndo resultaram em melhora da conversdo. O xerogel oxidado e
impregnado com HPA-W, também, resultou em conversdo menor que a do xerogel

impregnado com HPA-Mo.

5.3.7 Discussoes gerais

Como visto, independentemente da origem do BC, os resultados sao
bastantes semelhantes, baixa conversdo apesar da fixacado do HPA na superficie
do BC.

Segundo Lefebvre, Dupont e Auroux (1995), a acidez do HPA é bastante
reduzida apos a sua insergdo em carvao. Os autores relatam que o CA diminui a
forca do acido devido a interagao entre o HPA e carvao, que se deve a transferéncia
de elétrons entre o carbono e unidade Keggin, resultando na diminuigdo da forca
do acido. Kozhevnikov (1998) também relata que a for¢ca acida do HPA-W foi
bastante reduzida quando carregada em CA. Segundo o autor, carregamentos
superiores a 5% (m/m) podem reter a estrutura Keggin no CA, no entanto, com
forga acida diminuida.

E de acordo com Alcafiz-Monge et al. (2008), a adsorcdo do HPA ocorre

apenas na supermicroporosidade (0.7 - 2 nm), e por consequéncia do alto tamanho
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molecular do HPA, o HPA encontra-se disperso na parede do supermicroporo sem
desenvolver qualquer fase cristalina. E conclui, que as concentragcdes de
impregnagdes devem ser relativamente baixas, pois atingem a saturagao
rapidamente a medida que a concentracdo da dissolucdo do HPA aumenta,
diminuindo o volume de microporos.

Em vista disto, a baixa conversao atingida nas reacdes de esterificagdo do
acido palmitico pelos BCs é consequéncia desta interagao entre o HPA e 0 BC que
diminui a forca acido do catalisador heterogéneo proposto neste trabalho. No
entanto, como visto, a atividade catalitica do BC de S. maxima impregnado na
reacdo de esterificacdo (em pressdo atmosférica) existe, ainda que a uma
conversao baixa. Embora essa forca acida do HPA-Mo seja reduzida quando
suportado no BC, o poder catalitico pode ser elevado em condigdes de pressao e
temperaturas mais altas que aumenta a frequéncia de colisao entre os reagentes e
o catalisador, bem como a permeacéao para as cavidades do BC dada a diminuigédo
da viscosidade. Isto posto, a catalise por BC impregnado foi estudada em reator
pressurizado (estudo preliminar, do ltem 5.4).

5.4 Transesterificacao (TE) heterogénea do 6leo de macauba

Tendo o BC lavado, neutralizado e oxidado como o suporte mais adequado
para o HPA-Mo nos testes de selecédo do suporte, neste estudo preliminar buscou-
se explorar a concentracao da solugcao de HPA-Mo (mM) na etapa de impregnacéo
do BC e o percentual do catalisador de BC-HPA-Mo (% m/m) na TE do 6leo de
macauba, O6leo de propriedades fisico-quimicas semelhantes ao Oleo de
microalgas. Para tanto, aplicou-se o planejamento fatorial composto central
rotacional 22 com repeticbes no ponto central, definindo como variaveis
independentes a concentracdo de HPA na impregnacao (fator A) e o percentual de
BC-HPA (fator B). Como variavel resposta foi considerada a porcentagem de
conversao em ésteres etilicos de acido graxos (%EE). Os percentuais em ésteres
etilicos obtidos na TE foram estimados pelas areas dos picos de interesse nos
espectros de RMN'H. Os espectros de RMN'H de cada ensaio sdo apresentados
no APENDICE B.
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A Tabela 20 apresenta a matriz experimental juntamente com os resultados
da variavel resposta conversdao em ésteres etilicos (%EE) referentes a cada
condicao experimental do planejamento fatorial.

Tabela 20 — Matriz experimental e resultados obtidos na TE heterogénea do 6leo de

macauba.
Variaveis independente e niveis li:z‘::;

Ensaio  Concentragio Percentual Conversao em
de impregnacéo BC-HPA ésteres etilicos

(mM) (°/o m/m) (O/OEE)

1 (-1)2 (-1) 20 5274

2 (-1)2 (1) 40 70,23

3 (1) 10 (-1)20 59,14

4 (1) 10 (1) 40 58,01

5 (-1,41) 0,34 (0) 30 44,85

6 (1,41) 11,66 (0) 30 44,35

7 (0)6 (-1,41) 15,86 57,54

8 (0)6 (1,41) 44,14 56,94

9 (0)6 (0) 30 57,94

10 (0) 6 (0) 30 57,34

1 )6 (0) 30 57,38

Fonte: préprio autor

Verifica-se que a conversao do 6leo em ésteres etilicos apresentou uma
variacao de 44,35% a 70,23%. A conversao mais alta foi obtida no ensaio 2 com
concentracao de impregnacao em 2 mM e percentual de BC-HPA de 40% (m/m).
Por outro lado, os ensaios 5 e 6 apresentaram a menor conversao e foram
realizados com o percentual de BC-HPA de 30%, porém, o ensaio 5 utilizou o BC-
HPA impregnado em solucao de 0,34 mM (nivel minimo) enquanto que o ensaio 6
utilizou o BC-HPA impregnado em solucdo de 11,66 mM (nivel maximo), indicando
que a quantidade de HPA no BC é um parametro importante para a boa atuacao
do catalisador de BC. Os dados demonstram que em concentragdes baixas nao se
cria sitios cataliticos suficientes para a reagcdo e enquanto que, em altas
concentracdes, os microporos do BC de S. maxima podem ser saturados
(entupidos) pela alta quantidade de catalisador que impede o acesso dos reagentes
ao poro, também resultando em baixa conversdo. Ademais, as impregnacoes
realizadas com solucéo de 2-6 mM apresentaram resultados satisfatérios com uma

média de 58,80% de conversio do 6leo de macauba.
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Na reacao de esterificacdo do acido palmitico realizada por Alcaniz-Monge,
Trautwein e Marco-Lozar (2013), os autores investigaram a concentracao de HPA-
Mo carregado no BC de bambu ativado. Os autores relatam que a quantidade de
sitios ativos aumenta com o HPA carregado até 20-25% (m/m) e diminui com
cargas mais altas de HPA, e exemplificam os trés principais motivos para a queda
da acidez: (i) os prétons ficaram inacessiveis devido ao bloqueio dos poros pelo
HPA, (ii) neutralizados por grupos béasicos da superficie do suporte, ou (iii) formacao
de uma cobertura multicamadas de HPA no suporte. Neste caso, 0 carvao de
bambu utilizado possui uma area superficial cerca de duzentas vezes maior que o
BC de S. maxima utilizado neste trabalho, logo, os pouco poros podem ser
rapidamente saturados conforme a carga de HPA € aumentada, fundamentando a
gueda na conversao em concentragdes de impregnagao maiores que 6 mM.

Na reacdo de TE homogénea do 6leo de macauba realizada por Souza et
al. (2016), a variacdo da temperatura (90-120°C) foi a variavel que mais afetou a
conversao, tendo ganhos de conversao nas temperaturas mais altas. A TE do dleo
de macauba realizada em reator PARR 4843 pelos autores a 4,8 bar de pressao e
114°C, por 3 h com o catalisador homogéneo H2SO4 (1,3% m/m) atingiu a
conversao de 93,3% do dleo.

No sistema continuo de TE do 6leo de macauba apresentado por Visioli,
De Castilhos e Da Silva (2019), o uso de alumina como catalisador heterogéneo
demonstrou que o menor tamanho de particula da alumina (0,85-1 mm) foram os
mais eficientes para a producao dos ésteres. A reacao realizada em reator tubular
utilizando 2 gramas de alumina (210 m2.g' de area de superficie) e razdo massica
2,5: de metil acetato:6leo a 275°C e 200 bar de pressao por 20 min (tempo de
residéncia) obteve 71,7% de rendimento em ésteres.

A estrutura macroporosa da Amberlyst 15 (31,3 m2.g"' de area de
superficie) utilizada como catalisador heterogéneo para a conversdo do 6leo de
macauba estudado por Pasa et al. (2020) foi favoravel para a reagédo de TE.
Segundo os autores, a temperatura foi a variavel que apresentou maior efeito
significativo no resultado da reacdo. A reacao otimizada em reator PARR 4843 com
razdo molar etanol:6leo 9:1 e 16% (m/m) do catalisador a 130°C e 5,85 bar de
presséo por 8 h, apresentou um rendimento em ésteres acima de 85%.

Como visto, as reagbes com catalisadores heterogéneos apresentam um

perfil de conversdo do 6leo de macauba menos acentuado quando comparados
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com os catalisadores homogéneos, devido principalmente pela retencao de matéria
organica na estrutura porosa do catalisador resultando na perda de atividade
catalitica pelo blogueio parcial da porosidade, como explicado por Alcaniz-Monge
et al. (2018).

5.4.1 Analise estatistica da conversao em ésteres etilicos

A Figura 34 apresenta o diagrama de Pareto do planejamento experimental.
O diagrama de Pareto é uma forma de analise visual da influéncia que os fatores
estudados possuem sobre a variavel resposta, cuja a magnitude da barra no
diagrama esta diretamente ligada ao efeito do parametro e a linha transversal as
barras representa a magnitude dos efeitos com significancia estatistica, neste caso,
de p = 0,05. Desta forma, os efeitos dos parametros que ultrapassam a linha
transversal sdo considerados estatisticamente significativos ao nivel de confianga
de 95%.

Figura 34 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis independentes sob a variavel
resposta conversao em ésteres etilicos (%EE) na TE do 6leo de macauba.

-30,044
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Fonte: proprio autor

Dentre os fatores do diagrama de Pareto, todos os parametros tiveram
influéncia estatisticamente significativa ao nivel de confianga de 95%. A

concentracao de impregnacao na forma quadratica (Q) teve a maior influéncia sob
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a conversao em ésteres e de forma negativa, ou seja, 0 aumento no valor deste
parametro conduziu a uma queda na conversdo em ésteres etilicos. O aumento da
concentragado de impregnagao do menor nivel (2 mM) para o maior nivel (10 mM)
ocorre uma queda de 30,04% na variavel resposta, indicando que o BC pode ser
saturado pela quantidade de HPA dissolvido na solugdo de impregnacdo. O
parametro da concentragdo de impregnacado na forma linear também mostrou o
efeito negativo, porém em menor amplitude (-6,95%). Nos estudos de FERREIRA
et al. (2011), o aumento de HPA imobilizado no CA, também foi observada uma
diminuicdo na atividade catalitica, que foi explicada como algum impedimento no
sistema poroso do CA, sendo a amostra com 4,9% em massa de HPA a amostra
mais ativa.

O percentual de BC-HPA-Mo, tanto na forma quadratica (Q) e linear (L),
tiveram influéncia estatisticamente significativa ao nivel de confianca de 95% e de
forma positiva, efeito oposto da concentracdo de impregnagdo. O aumento do
percentual de BC-HPA do menor nivel (20%) para o maior nivel (40%) ocorre um
aumento de 16,5% e 15,19% na variavel resposta para os parametros na forma
quadratica (Q) e linear (L), respectivamente. E esperado que a taxa de reacdo de
TE aumente com o maior percentual de catalisador devido a maior area de contato
com o HPA disponivel.

Também, a interagdo dos parametros (1LbyL2) demonstra um efeito
negativo sobre a variavel resposta, em que o aumento do percentual de BC-HPA
saturado reduz a conversdao em 28,04%. Logo, apesar de o percentual de BC-HPA
mais alto no meio reacional aumentar a conversao, 0 aumento dos dois parametros
resulta na queda de conversao em ésteres.

A ANOVA dos ensaios da matriz experimental € apresentado na Tabela 21.
A andlise do teste F e p-valor apontam que todos os fatores sdo estatisticamente
significativos e tem efeito sobre a variavel resposta.

Com base na analise do teste F, o valor de F calculado (Fo,05; 3,2= 623,24)
€ maior que o valor de F critico (Fo,0s;3,2= 19,16) tabelado, conforme valor da tabela
de distribuicao F (MONTGOMERY, 2013), indica que nao ha falta de ajuste para o
modelo proposto e corresponde adequadamente aos dados experimentais. O F da
falta de ajuste de 623,24 implica que a falta de ajuste nao é significativa em relacéao

ao erro puro. Portanto, ha apenas 0,16% de chance de que uma falta de ajuste
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possa ser devido a fatores de ruido, como erros humanos (experimentais) ou erros
instrumentais (LATHIYA; BHATT; MAHERIA, 2018).

Tabela 21 — ANOVA para a variavel reposta conversao em ésteres etilicos (%EE) para a TE
heterogénea do 6leo de macauba.

Fonte SQ GL (e]ll] F p
X; (Linear) 5,323 1 53227 48,2524  0,0201
X1 (Quadratica) 99,575 1 99,5746 902,6851 0,0011
X2 (Linear) 30,045 1 30,0447 272,3678 0,0037
X2 (Quadratica) 25,448 1 25,4480 230,6969 0,0043
X1 (L) x X2(L) 86,713 1 86,7133 786,0925 0,0013
Falta de ajuste 206,247 3 68,74885 623,2369 0,0016
Erro 0,221 2 0,1103
Total SS 497,825 10

Xy = concentracdo de impregnacéao, Xz = percentual de BC-HPA, GL — Graus de liberdade; SQ —
Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; p — Valor-p

Fonte: proprio autor

A partir da andlise de regressao foi obtido um modelo representativo do
comportamento dos resultados experimentais. O modelo foi obtido pelo Statistica
10 e os dados dos coeficientes de regressdo e confecgdo do modelo séo
apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 — Coeficientes de regressao para a variavel reposta conversao em ésteres etilicos
(%EE) para a TE heterogénea do 6leo de macauba.

Fatores Coeficiente Erro padrao t p
Média 41,66843 1,500166 27,7759 0,001294
X1 (Linear) 6,43745 0,165414 38,9172 0,000660
X4 (Quadratica) -0,26245 0,008735 -30,0447 0,001106
Xz (Linear) -0,38151 0,088264 -4,3223 0,049579
X2 (Quadratica) 0,02123 0,001398 15,1887 0,004307
X; (L) x Xa(L) -0,11640 0,004152  -28,0373 0,001270

Xy = concentragdo de impregnacao, Xz = percentual de BC-HPA, GL — Graus de liberdade; SQ —
Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; p — Valor-p

Fonte: préprio autor

O modelo obtido pela analise de regresséo que relaciona a conversao em
ésteres etilicos (Y) e as variaveis independentes concentragao de impregnagao (X+)
e percentual de BC-HPA (X2) é apresentado na Equagéo (7).
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Y = 41,67 + 6,44X; — 0,26X? —0,38X, +0,02X2 —0,1164X,.X, (7)

Com o modelo criado, foi possivel plotar o gréafico de superficie de resposta
e curvas de niveis apresentados nas Figura 35 e Figura 36, respectivamente. A
superficie de resposta demonstra a interagdo entre os fatores concentracao de
impregnacao e percentual de BC-HPA e suas influéncias na conversao (%EE).

Pela superficie de resposta e curvas de niveis, verifica-se que, a resposta
conversao em ésteres aumenta gradualmente com a elevagcéo da concentracéo de
impregnagéo, porém a elevagdo do percentual em BC-HPA no meio reacional
aumenta rapidamente a conversao dos ésteres quando os percentuais de BC-HPA
estdo acima de 30%. No entanto, € notado que o aumento gradual de ambos fatores

néo eleva a resposta em conversdo. Novamente, aponta a existéncia de um efeito
sinérgico negativo entre os dois parametros.

Figura 35 — Superficie de resposta para a conversao em ésteres etilicos (%EE) para os
efeitos das variaveis independentes na TE heterogénea do 6leo de macauba.
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Figura 36 — Curva de nivel para a conversao em ésteres etilicos (%EE) para os efeitos das
variaveis resposta na TE heterogénea do oleo de macauba.
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Fonte: proprio autor

Pode-se concluir entdo que os efeitos dos fatores ocorrem de forma
diferente com uma aparente interagcdo negativa para a conversdao do 6leo. Os
melhores ajustes sdo encontrados em niveis baixos de concentragdo de
impregnagao e niveis altos do percentual de BC-HPA. Para atingir uma conversao
em ésteres acima de 70%, deve-se combinar a concentragdo de impregnagao na
faixa de 2-3,5 mM e o percentual de BC-HPA acima de 40% (m/m). Portanto, para
efeito pratico, a concentracdo de impregnacao a 2 mM foi fixada para os ensaios

exploratorios subsequentes.

5.5 Transesterificacao In Situ (TEIS) heterogénea da biomassa umida de B.

braunii

Visto que a concentracao de impregnagéao do BC é um fator critico para a
reacdo de TE no estudo preliminar com éleo de macauba, para o estudo
exploratério da TEIS heterogénea, a concentracdo de impregnacao do BC de S.
maxima foi fixada em 2 mM. Também, foi fixado a proporcao etanol:cloroférmio em

10:1. Neste estudo exploratorio buscou-se explorar os niveis do percentual de BC-



143

HPA-Mo (%BC-HPA-Mo 2mM), da razao alcool/biomassa (mL.g") e da temperatura
do reator (°C) na TEIS da biomassa umida da microalga B. braunii. Para esse
propésito, aplicou-se o planejamento experimental de Box-Behnken com trés
fatores em trés niveis, definindo como variaveis independentes o percentual de BC-
HPA-Mo, a razdo éalcool/biomassa e a temperatura. Como variaveis resposta
(dependentes) foram considerados o rendimento méassico (mg.g'), a conversdo em
ésteres etilicos (%EE) e carboidratos na biomassa residual (% m/m). Os
percentuais em ésteres etilicos obtidos na TEIS foram estimados pelas areas dos
picos de interesse nos espectros de RMN'H. Os espectros de RMN'H de cada
ensaio sdo apresentados APENDICE C.

A Tabela 23 apresenta a matriz experimental juntamente com os resultados
das variaveis respostas referentes a cada condicdo experimental do planejamento

Box-Behnken.

Tabela 23 - Matriz experimental e resultados obtidos na TEIS heterogénea da biomassa
umida de B. braunii.

Variaveis independente e niveis Variaveis resposta
. Percentual Razao Rendimento Con)l erS49 - carboidratos
Ensaio Temperatura o em ésteres S
BC-HPA etanoI:I?M °C) massu:o etilicos residuais
(% m/m) (mL.g™") (mg.g™’') (%EE) (% m/m)
1 (-1)10 (-1)25 (0) 200 259,5 74,32 1,65
2 (1) 20 (-1)25 (0) 200 2448 88,22 0,96
3 (-1)10 (1) 75 (0) 200 303,1 80,22 1,08
4 (1) 20 (1) 75 (0) 200 360,2 70,42 0,95
5 (-1) 10 (0) 50 (-1) 150 2449 80,42 2,75
6 (1) 20 (0) 50 (-1) 150 2117 56,64 9,16
7 (-1)10 (0) 50 (1) 225 276,9 89,95 1,79
8 (1) 20 (0) 50 (1) 225 378,5 73,09 4,41
9 (0) 15 (-1)25 (-1) 150 2041 66,58 8,45
10 (0) 15 (1) 75 (-1) 150 231,2 42,26 8,40
11 (0) 15 (-1)25 (1) 225 181,4 68,46 5,34
12 (0) 15 (1) 75 (1) 225 145,3 69,01 2,15
13 (0) 15 (0) 50 (0) 200 343,7 73,66 2,76
14 (0) 15 (0) 50 (0) 200 314,2 70,86 2,85
15 (0) 15 (0) 50 (0) 200 356,4 70,69 2,24

Fonte: préprio autor

As variaveis reposta rendimento massico e conversdo em ésteres foram

plotados em gréfico de barras e apresentado na Figura 37.
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Figura 37 — Resultados das variaveis resposta rendimento massico da TEIS heterogénea da
biomassa umida de B. braunii.
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Para a resposta em rendimento massico, 0s ensaios apresentaram uma
grande diferenciagao entre uma condigdo experimental e outra, indicando um forte
efeitos das variaveis sob a extracdo dos compostos lipidicos durante o processo de
TEIS. Sendo o experimento 12 com o menor rendimento em massa, 145,3 mg.g™,
enquanto que o experimento 8 apresentou um rendimento massico de 378,5 mg.g-
1, ou seja, 2,6 vezes maior que o experimento 12. Preliminarmente, a temperatura
aparenta ter maior influéncia sob o rendimento massico: quanto maior a
temperatura, maior foi o processo extrativo.

Enquanto que para a conversdao em ésteres etilicos, observa-se que os
percentuais ndo sofreram variagao expressivas entre as condigdes experimentais,
apenas nos experimentos 6 e 10 € que ocorre uma queda consideravel de
conversao (56,64% e 42,26%, respectivamente). De maneira geral, nao € possivel
indicar um parédmetro que tenha maior efeito sobre conversdo, mas sim, os efeitos
parecem interferir de maneira igual sob a variavel resposta conversdao em ésteres.

E importante destacar que algumas condicdes experimentais, em
especifico os ensaios 2, 7 e12, o rendimento massico em material lipidico é baixo

apesar da relevante conversdo em ésteres. Por essa razdo, as duas variaveis
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resposta devem ser analisadas afim de aumentar tanto o rendimento massico
quanto a conversao dos lipidios em ésteres.

Dos estudos de TEIS em biomassa de microalgas, Li et al. (2011) utilizaram
o catalisador Mg-Zr (alcalino) preparado por co-precipitacdo na TEIS utilizando 45
mL da mistura metanol e o diclorometano como co-solvente (3:1) em 4 h de reacao
a 65°C, e atingiram 28% de conversao. Ma et al. (2015), utilizando alumina (Al203)
impregnada com KOH (17,04 m2.g' de éarea de superficie), atingiram uma
conversao de 89,53% na TEIS com proporcao de 8:1 metanol:biomassa e 10% do
catalisador em 5 h de reagédo a 60°C. A TEIS realizada por Vicente et al. (2017)
com razdo metanol/biomassa de 33:1 e 52% do catalisador de resina de troca ibnica
(442 m2.g"' de area de superficie) atingiu 76,50% de conversdo em 4 h de reagdo
a 95°C. De Luna et al. (2017) avaliaram o uso da pedra pomes impregnada com
LiOH (2,30 m2.g" de area de superficie) na TEIS com razao metanol/biomassa de
12:1 e co-solvente hexano (1:1 hexano:metanol) a 80°C por 3 h e alcangou a
conversao de 47%.

Kazemifard et al. (2019), com o catalisador nano-magnético de Fe304-Al203
como suporte para o KOH (18,43 m2.g™! de area de superficie), atingiu 95,60% de
conversdo utilizando a propor¢do 12:1 de metanol:biomassa e 4% do catalisador
preparado em 6 h de reagcédo a 65°C. Qu et al. (2021), por sua vez, em reator de
micro-ondas, atingiu 95,8% de conversao na TEIS realizada com 8:1
etanol:biomassa a 70 °C em 50 min de reacdo com o 2% do catalisador magnético
de 6xido mediados por polietilenoglicol (PEG/MgO/ZSM-5@Fes04) de 270 m2.g™
de area de superficie.

Zorn et al. (2020, 2022b) apresentam o uso do HPA de Mo suportado em
alumina (ZORN et al., 2020) e 6xido de nidbio (ZORN et al., 2022b) na TEIS da
biomassa de trés diferentes microalgas em reator pressurizado. O HPA-Mo/Al203
(31,7m?g~" e 6.8 mmol H*.g™" de acidez de superficie) apresentou uma conversao
acima de 96% na TEIS de biomassa umida (15%) com razdo molar etanol/6leo de
120:1 com 20% do catalisador em 6 h de reacdo a 200°C. Ja4 o HPA-Mo/Nb20s
(30,2 m?> g' e 5.6 mmol H*.g™' de acidez de superficie) alcangou 92,94% de
conversao na TEIS com razdo molar etanol:éleo de 180:1, com 40% (v/v) de hexano
como co-solvente e 10% do catalisador em 6 h de reacao a 250°C.

Pela literatura, percebe-se que as reagoes realizadas em condi¢cbes de
volume variavel e pressdao atmosférica, o uso de catalisadores heterogéneos em
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reacbes de TEIS é dificultada, principalmente pela necessidade do acesso dos
reagentes na superficie do solido catalisador dada pela transferéncia de massa e
fendbmenos de difusdo intra e extra particula. Como afirma Cordeiro et al., 2011, a
catdlise pelo sélido dependera da natureza da acidez de Lewis ou de Brdnsted-
Lowry presente no sélido. Logo, a reacdo de TE ndo ocorre necessariamente no
poro, mas os grupos de acido de Bragnsted da superficie do sdlido sdo suficientes
para catalisar a reagcao. Chi et al. (2021) descrevem que 0os mesoporos (dimensao
média de 5,8 nm) podem acomodar as moléculas de TG (de 2,5 nm) que serao
colididas com o élcool durante a reacdo. Logo, a porosidade do suporte é
importante para melhorar a area de contato dos reagentes, entretanto, o material
poroso deve ter tamanho de poro superior a 2,5 nm para acomodar efetivamente o
triglicerideo.

Assim, é possivel presumir que as reacdes TEIS da biomassa de
microalgas necessitem de maior temperatura e pressdo para 0s reagentes
acessarem as cavidades e colidirem no sitio ativo do catalisador heterogéneo,
mesmo em TEIS como catalisadores de baixa area superficial como apresentado
neste trabalho e nos trabalhos de Ma et al. (2015), De Luna et al. (2017),
Kazemifard et al. (2019) e Zorn et al. (2020, 2022). Como visto, principalmente para
os HPAs suportados, os solidos ndo apresentam grande area superficial, porém
possuem forga acida superficial suficiente para catalisar as reagbes esterificagao e
TE.

5.5.1 Analise estatistica do rendimento massico

A Figura 38 apresenta o diagrama de Pareto para a variavel resposta
rendimento massico (mg.g') na TEIS heterogénea.

Dentre os fatores do diagrama de Pareto, os fatores de forma quadratica
(Q) temperatura e razdo etanol:biomassa tiveram influéncia estatisticamente
significativa ao nivel de confianga de 95% e de forma positiva, onde o aumento no
valor destes parametros conduziu um aumento no rendimento massico. O aumento
do menor nivel para o maior nivel aumenta em 7,17 mg.g" e 5,93 mg.g™* para as
variaveis independentes temperatura (150-225 °C) e razao etanol:biomassa (25-75
mL.g™"), respectivamente. Enquanto que a interagdo do percentual de BC-HPA (Q)
e temperatura (L), 1Qby3L, também tiveram influéncia estatisticamente significativa
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ao nivel de confianga de 95%, no entanto, de forma negativa. O aumento do menor
nivel para o maior nivel no percentual de BC-HPA e na temperatura diminui o
rendimento massico em 5,02 mg.g'. Como abordado anteriormente, os trés
parametros afetam de maneira similar a variavel resposta rendimento massico, no
entanto, a temperatura tem um efeito ligeiramente maior que os demais parametros

para esta variavel resposta.

Figura 38 - Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sob a variavel
resposta rendimento massico (mg.g™') na TEIS heterogénea.
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A ANOVA ao nivel de confianga de 95% nos ensaios da matriz experimental
€ apresentado na Tabela 24.

O modelo quadratico foi estatisticamente bem ajustado, com coeficiente R?
de 0,9866, indicando que 98,66% da variabilidade das respostas foram explicadas
pelo modelo quadratico. A andlise do teste F e p-valor reafirmam que os fatores
quadraticos razao etanol:biomassa, temperatura e a interacdo 1Qby3L séao
estatisticamente significativos (p < 0,05) e possui 0s maiores efeitos sob o
rendimento massico segundo o teste F. A interacdo significativa 1Qby3L
(percentual BC-HPA e temperatura) ndo deve ser ignorada e os parametros devem

ser tratados juntos.
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A partir da andlise de regressao foi obtido um modelo representativo do
comportamento dos resultados dos experimentos para o rendimento massico. Os
dados dos coeficientes de regressdao do modelo polinomial sdo apresentados na
Tabela 25

Tabela 24 - ANOVA para o modelo quadratico de superficie de resposta para variavel
reposta rendimento massico (mg.g™") da TEIS heterogénea.
Fonte sQ GL QM F p

Xi (Linear) 1173,51 1 1173,51 2,5036 0,2544
X1 (Quadratica) 1574,48 1 1574,48 3,3590 0,2083
X2 (Linear) 4774,05 1 4774,05 10,1851 0,0857
X2 (Quadratica) 16500,64 1 16500,64 35,2029 0,0273
X3 (Linear) 4176,05 1 4176,05 8,9093  0,0963
X3 (Quadratica) 24075,92 1 24075,92 51,3642 0,0189
X1 (L).X2 (L) 1288,81 1 1288,81 2,7496  0,2391
X1 (L).X2 (Q) 84,50 1 84,50 0,1803 0,7125
X1 (Q).X2 (L) 3528,00 1 3528,00 7,5267  0,1111
X1 (L).X3 (L) 4542,76 1 454276 9,6916  0,0895
X1 (Q).X5 (L) 11811,85 1 11811,85 25,1997 0,0375
X2 (L).X3 (L) 998,56 1 998,56 2,1304 0,2818
Erro 937,46 2 468,73
Total SQ 69921,97 14

X1 = percentual de BC-HPA, Xz = razao etanol:biomassa, Xs = temperatura, GL — Graus de
liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p

Fonte: proprio autor

Tabela 25 - Coeficientes de regressao para a variavel reposta rendimento massico na TEIS

heterogénea.
Fatores Coeficiente Erro padrao t p
Média 338,1000 12,4997 27,0486 0,0014
X1 (Linear) 17,1 10,82509 1,579664 0,254953
X1 (Quadratica) 20,65 11,26711 1,832769 0,208294
Xz (Linear) -2,25 10,82509 -0,20785 0,85459
Xz (Quadratica) -66,85 11,26711 -5,9332 0,027251
Xs (Linear) -27,15 10,82509 -2,50806 0,128934
X3 (Quadratica) -80,75 11,26711 -7,16688 0,018918
X1 (L).X2 (L) 17,95 10,8251 1,65819 0,23914
X1 (L).X2 (Q) -6,5 15,309 -0,4246 0,71245
X1 (Q).Xz2 (L) 42 15,309 2,74349 0,11114
X1 (L).X3 (L) 33,7 10,8251 3,11314 0,08954
X1 (Q).X3 (L) 76,85 15,30898 5,019928 0,037467
Xz (L).X3 (L) -15,8 10,82509 -1,45957 0,281822

Xi = percentual de BC-HPA, Xz = razao etanol:biomassa, X3 = temperatura, GL — Graus de liberdade; SQ —
Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p

Fonte: préprio autor
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O modelo obtido pela andlise de regressao é apresentado na Equacao (8).
Y = 338,10 + 17,1X,; + 20,65X? — 2,25X, — 66,85X3 — 27,15X3 — 80,75X3
+17,95X;. X, — 6,5X,. X2 + 42X2. X, + 33,7X,. X3 (8)
+76,85X%. X3 — 15,8X,. X5

As superficies de resposta do modelo sdo apresentadas na Figura
39,Figura 40 e Figura 41.

Pela superficie de resposta para os efeitos do percentual de BC-HPA e
razao etanol:biomassa (Figura 39), a interagcdo dos parametros demonstra a
existéncia de uma faixa preferivel do percentual de BC-HPA acima de 20% e da
razdo etanol:biomassa na faixa de 40-75 mL.g" para o aumento da resposta em
rendimento massico. O efeito foi semelhante para os efeitos do percentual de BC-
HPA e temperatura (Figura 40) onde o rendimento aumentou junto ao maior
percentual de BC-HPA acima de 20% e uma regiao preferivel de temperatura entre
200-225 °C. Como visto na tabela ANOVA, os efeitos do percentual do catalisador
de BC nao foram significativos no processo de extracdo, 0 mesmo ocorreu no
trabalho realizado anterior com catalisador homogéneo (PEDRO et al., 2021), onde
a concentragao e tipo de catalisador nao influenciaram na extragdo do material
lipidico durante a TEIS Umida, no entanto, a concentracdo em niveis mais alto
tendem a melhorar o rendimento massico.

Por fim, os efeitos da razdo etanol:biomassa e a temperatura (Figura 41),
parametros significativos e de maior efeito, indicam que os niveis centrais destes
parametros (50 mL.g" e 200 °C) sdo o melhor ajuste para atingir o maximo da
extragdo dos compostos lipidicos. Provavelmente, devido ao fato da temperatura
intermediaria melhorar a miscibilidade das espécies - solventes, biomassa e lipidios
(EHIMEN; SUN; CARRINGTON, 2010) - resultando em melhor difusdo do material
lipidico para o meio. Pode-se supor que a permeabilidade na biomassa seja
melhorada pela pressdao posto que, como comprova Nguyen et al. (2020), o
rendimento em material lipidico é devido em grande parte pela difusdo entre o éleo
e solventes, e ndo afetado pelo grau de quebra de células.

Assim, o melhor ajuste dos parametros para o rendimento massico deve
seguir 20% do BC-HPA, razdo etanol:biomassa de 50 mL.g" e 200 °C de

temperatura para obter a maior extracdo do material lipidico.
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Figura 39 - Superficie de resposta para o rendimento massico (mg.g™') para os efeitos do
percentual de BC-HPA e razao etanol:biomassa na TEIS heterogénea.
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Figura 40 - Superficie de resposta para o rendimento massico (mg.g™') para os efeitos do
percentual de BC-HPA e temperatura na TEIS heterogénea.

( SBU) OUSSRU OWRUIRUSA

l > 400
B < 380
[1<280
B < 180
B <80
Fonte: Proprio autor



151

Figura 41 - Superficie de resposta para o rendimento massico (mg.g™') para os efeitos da
razao etanol:biomassa e temperatura na TEIS heterogénea.
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5.5.2 Analise estatistica da conversao em ésteres etilicos

A Figura 42 apresenta o diagrama de Pareto para a variavel resposta
conversao em ésteres etilicos (%EE) na TEIS heterogénea.

Pelo diagrama, é visto que a maioria dos fatores para a conversao foram
estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga. Os parametros e as
interagcoes apresentaram efeitos distintos para a variavel resposta. De forma
positiva, a temperatura na forma linear foi o parametro de maior influéncia (10,79%)
seguido da temperatura na forma quadrética (7,73%) e interacdo da razéo
etanol:biomassa e temperatura (2Lby3L), ambos na forma linear (7,45%),
aumentam a conversao quando em niveis altos. E de forma negativa, o percentual
do BC-HPA na forma quadratica foi o parametro de maior influéncia (-11,52%),
seguido das suas interacdes com a razao na forma quadratica e linear (1Lby2Q e
1Lby2L, -9,48 e -7,01%, respectivamente) e o percentual do catalisador na forma
linear (-4,34%). Em geral, todos os parametros tiveram efeito sob a converséo, bem

como as interagdes entre os fatores, demonstrando a importadncia da andlise
conjunta dos efeitos.
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Figura 42 - Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sob a variavel
resposta conversao em ésteres etilicos (%EE) na TEIS heterogénea.
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A ANOVA ao nivel de confianga de 95% nos ensaios da matriz experimental
€ apresentado na Tabela 26.

Tabela 26 - ANOVA para o modelo quadratico de superficie de resposta para variavel
reposta conversao em ésteres etilicos (%EE) da TEIS heterogénea.

Fonte SQ GL QM F p
X1 (Linear) 52,618 1 52,6177 18,8734 0,0491
X1 (Quadratica) 369,649 1 369,6493 132,5894 0,0075
X2 (Linear) 113,098 1 113,0977 40,5670 0,0238
X2 (Quadratica) 43,854 1 43,8543 15,7301 0,0581
X3 (Linear) 324,689 1 324,6891 116,4626 0,0085
X3 (Quadratica) 166,656 1 166,6560 59,7778 0,0163
X1 (L).X2 (L) 140,470 1 140,4699 50,3851 0,0193
X1 (L).X2 (Q) 250,343 1 250,3427 89,7953 0,0110
X1 (Q).Xz (L) 17,618 1 17,6180 6,3194 0,1285
X1 (L).Xs (L) 11,972 1 11,9716 4,2941 0,1740
X1 (Q).Xz (L) 0,882 1 0,8818 0,3163 0,6305
Xz (L).Xs (L) 154,654 1 154,6541 55,4728 0,0176
Erro 5,576 2 2,7879
Total SQ 1908,691 14

X1 = percentual de BC-HPA, Xz = razao etanol:biomassa, Xs = temperatura, GL — Graus de
liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p

Fonte: préprio autor
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O modelo quadrético foi estaticamente bem ajustado, com coeficiente R?
de 0,9971, indicando que 99,71% da variabilidade das respostas foram explicadas
pelo modelo quadratico. A andlise do teste F e p-valor reafirmam que os fatores
que a maioria dos parametros sdo estatisticamente significativos (p < 0,05).
Novamente, as interacoes dos fatores mostraram-se importantes para a conversao
e ndo devem ser ignoradas e devem ser tratados de forma conjunta.

A partir da andlise de regresséao foi obtido um modelo representativo do
comportamento dos resultados dos experimentos para a conversao em ésteres
etilicos. O modelo foi obtido pelo software Statistica 10 e os dados dos coeficientes

de regressao e confeccdo do modelo polinomial sédo apresentados na Tabela 27

Tabela 27 - Coeficientes de regressao para a variavel reposta conversao em ésteres etilicos
(%EE) para a TEIS heterogénea.

Fatores Coeficiente Erro padrao t p

Média 71,7387 0,964006 74,4172 0,0002

X1 (Linear) -10,1620 0,834854 -12,1722 0,0067
X1 (Quadratica) 10,0057 0,868944 11,5147 0,0075
X2 (Linear) -5,9420 0,834854 -7,1174 0,0192
Xz (Quadratica) -3,4463 0,868944 -3,9661 0,0581
X3 (Linear) 7,1580 0,834854 8,5740 0,0133
X3 (Quadratica) -6,7183 0,868944 -7,7316 0,0163
X1 (L).X2 (L) -5,9260 0,834854 -7,0982 0,0193
X1 (L).X2 (Q) 11,1880 1,180662 9,4760 0,0110
X1 (Q).Xz (L) 2,9680 1,180662 2,5138 0,1285
X1 (L).X3 (L) 1,7300 0,834854 2,0722 0,1740
X1 (Q).Xs (L) -0,6640 1,180662 -0,5624 0,6305
Xz (L).X3 (L) 6,2180 0,834854 7,4480 0,0176

Xy = percentual de BC-HPA, Xz = razao etanol:biomassa, X3 = temperatura, t — Teste t; P — Valor-p

Fonte: préprio autor

O modelo obtido pela andlise de regressao é apresentado na Equacao (9).
Y = 71,74 — 10,16X; + 10,01X3 — 5,94X, — 3,45X3 — 7,16X;
— 6,72X3 — 5,93X,. X, + 11,19X,. X7 + 2,97X2. X, (9)
+1,73X,. X5 — 0,66X2. X5 + 6,22X,. X5
Os graficos de superficie de resposta para conversdao em ésteres etilicos
sao apresentados na Figura 43, Figura 44 e Figura 45.
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Figura 43 - Superficie de resposta para a conversao em ésteres etilicos (%EE) para os

efeitos do percentual de BC-HPA e razao etanol:biomassa na TEIS heterogénea.

Fonte: Proprio autor
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Figura 44 - Superficie de resposta para a conversao em ésteres etilicos (%EE) para os
efeitos do percentual de BC-HPA e temperatura na TEIS heterogénea.
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Figura 45 - Superficie de resposta para a conversao em ésteres etilicos para os efeitos da
razao etanol:biomassa e temperatura na TEIS heterogénea.
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Fonte: Proprio autor

Pela superficie de respostas para os efeitos do percentual de BC-HPA e
razao etanol:biomassa (Figura 43), a interacdo dos parametros demonstra a
conversao € maior nos menores percentuais do BC-HPA, cerca de 8-10%, porém
em razao etanol:biomassa acima de 40 mL.g™". Para Nguyen et al. (2020), o efeito
da concentragcdo do alcool também teve maior impacto em comparacdo a
concentragao do catalisador (homogéneo H2SO4) para alcangar alto rendimento de
ésteres de acido graxo.
O oposto ocorreu na interacdo do percentual de BC-HPA e temperatura
(Figura 44), onde a conversdo se apresentar maior a partir de 20% do BC-HPA,
sendo melhor para o intervalo de temperatura de 180-215 °C. Aqui, a temperatura
aparenta melhorar a permeacao dos reagentes no catalisador, assim, a maior
guantidade do catalisador aumenta a conversao.
Por fim, para os efeitos da razdo etanol:biomassa e temperatura (Figura
45), os niveis centrais de etanol e temperatura sdo os ajustes que atingem maior
conversao, assim como foi para o rendimento massico. Neste caso, as pressdes

um pouco mais altas que o nivel central (200-220 °C) favoreceram a conversao e o
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etanol no intervalo de 50-60 mL.g"' garantem a conversdo acima de 90%.
Provavelmente, devido a maior numero de colisbes dos reagentes em maior
temperatura, bem como miscibilidade melhorada, assim como explicado para o

rendimento massico.

5.5.3 Discussoes gerais

Para estabelecer as condi¢des de ajuste mais favoraveis para maximizar
as duas variaveis resposta, rendimento massico e conversao em ésteres etilicos,
foi utilizada o procedimento de otimizacao grafica (funcao Desirability) do software
Statistica 10. A Figura 46 mostra o perfil de otimizacao obtido para o uso de BC-
HPA na TEIS heterogénea da biomassa umida da B. braunii para as trés variaveis
independentes estudadas.

As linhas vermelhas no grafico indicam os valores étimos do ajuste dos
parametros e a pontuagado de desabilidade de 0,9239 sugere o percentual de BC-
HPA em 10%, razao etanol:biomassa em 55 mL.g"' e temperatura em 189°C. Esse
melhor ajuste prediz um rendimento massico de 350,88 mg.g™' em material lipidico
com uma conversao de 90,09% em ésteres etilicos.

Ressalta-se que as reacdes desse estudo foram realizadas com duracéo
de 2 h para investigar a variagcao dos fatores que melhorasse a cinética de reagéo
nos primeiros momentos da reacdo, a fim de diminuir o tempo de reagao. Pois,
como confirma Branco et al. (2020), a reacao de TEIS ocorre rapidamente nos
primeiros 60 min da reacdo. Logo, o tempo adicional é utilizado para permitir a
colisdo dos reagentes nao reagidos. Assim, para resultados padrao ANP (>95% de
conversao), reagdes com mais tempo de duracédo (8-20 h) tendem a atingiriam a
conversao minima exigida.

O nivel baixo do percentual de BC-HPA e niveis médios de etanol e
temperatura dados como melhores ajustes afirmam a premissa dada por Kim et al.
(2019) em que a TEIS umida em zonas de temperaturas médias (100-200°C) reduz
relativamente o consumo de alcool, catalisador e co-solvente para as reacdes de
TEIS.
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Figura 46 — Perfis para valores previstos e desejabilidade (Funcao Desirability) de melhor

ajuste das variaveis resposta na TEIS heterogénea.
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A andlise do percentual de carboidratos (agucares redutores) foi realizada

como maneira de investigar o potencial da biomassa residual do processo de TEIS

como matéria-prima para a producao de bioetanol delineando a producao em

cascata em biorefinaria de microalgas. Foi possivel determinar os efeitos dos

mesmos parametros operacionais estudados anteriormente para determinar a

influéncia no teor de carboidratos no residuo da biomassa. A biomassa residual,

baixo teor de lipidios, é descrita como sendo rica em polissacarideos, celulose e

hemicelulose (ISAZA-PEREZ et al., 2020), enquanto que os carboidratos mais

abundantes no hidrolisado de microalgas sao glicose, ramnose, xilose € manose
(MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012).
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A Figura 47 apresenta a porcentagem dos agucares redutores na biomassa

residual obtida em cada condigdo experimental.

Figura 47 - Resultados do percentual de carboidratos da biomassa residual de TEIS
heterogénea.
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Fonte: Proprio autor

Como percebido, nas condi¢des de operacao impostas para as reacdes de
TEIS, as reag¢des diminuiram consideravelmente a quantidade de carboidratos na
biomassa residual. O percentual de carboidratos da biomassa in natura de B.
braunii apresentou cerca de 12,9% de agucares redutores, enquanto que a maioria
dos experimentos hidrolisaram grande parte dos carboidratos disponiveis e
resultaram em média 2% de carboidratos na biomassa residual. Presumivelmente,
a queda no percentual é devido a desidratacao dos carboidratos e formacao de
compostos como hidroximetilfurfural e furfural a partir de acucares C6 e C5,
respectivamente (ISAZA—PEREZ etal., 2020; REIS; ZHANG; HU, 2014). Apenas os
experimentos 6, 9 e 10 preservaram maior quantidade dos agucares redutores da
biomassa, 8,5% em média, demonstrando que as condi¢des aplicadas na reacao
de TEIS hidrolisa grande parte dos agucares.

Ma et al. (2020) por meio de hidrdlise enzimatica, obtiveram rendimentos
de acucares redutores do residuo da microalga Chlorella vulgaris (apds processo
de TEIS) de 54,52%, que foi muito mais préximo da biomassa in natura da

microalga (59,66%), representando uma perda minima de agucar em condigcdes
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brandas de reacdo (55°C e 20 min) catalisado com HCI. Em estudo anterior
(PEDRO et al., 2021), a TEIS de catélise homogénea (H2SO4 e HCI), a biomassa
residual das reacdes conduzidas com HCI apresentaram maiores percentuais em
carboidratos na biomassa residual, variando de 30-32% (m/m), sendo considerado

melhor para obtengao de bioetanol em biorefinarias com producédo em cascata.

5.6.1 Analise estatistica do percentual de carboidratos da biomassa residual

A Figura 48 apresenta o diagrama de Pareto para a variavel resposta

carboidratos residuais (Y%em/m) na TEIS heterogénea.

Figura 48 - Diagrama de Pareto para os efeitos sob a variavel resposta carboidratos
residuais (%om/m) na TEIS heterogénea.

Temperatura (°C)(Q) N N }-19.8
(3)Temperatura (°C)(L) § 3 -14,0471
1Lby2Q E \ 110,52623
Percentual BC-HPA (% m/m)(Q) § 1 gs 751939

1Lby3L \\\\\\\\\\\\\\ -5,72931
(1)Percentual BC-HPA (% m/m)(L) \\\\\\\\\\\\\ 983069
2Lby3L \\\\\\\\\\\\\\\ -4,74446
1abyst N\ 3.00375
(2)Razao etanol:biomassa (mL.g™)(L) N\-2,96649
1aby2L N\ \\\\\\\ -2,86138
1Lby2L N\ 852100
Razio etanol:biomassa (mL.g™")(Q) &w -,284346

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

157

Fonte: Proprio autor

Dentre os fatores do diagrama de Pareto, a variavel temperatura na forma
linear (L) e quadrética (Q) foi o parametro de maior influéncia no percentual de
carboidratos residuais. A temperatura (L e Q) foram estatisticamente significativos
ao nivel de confianca de 95% e de forma negativa, onde o aumento do nivel baixo
(150 °C) para o maior nivel (225 °C) conduziu para a reducao do percentual de
carboidratos na biomassa residual. Os parametros, também significativos no nivel
de confianca, percentual de BC-HPA (L e Q) e interacdo percentual de BC-HPA (L)



160

e razao etanol:biomassa (Q) — 1Lby2Q - tiveram influéncia de forma positiva sob a
variavel resposta. Enquanto que as interagdes envolvendo a temperatura (1Lby3L
e 2Lby3L) tiveram influéncia significativa de forma negativa.

A ANOVA ao nivel de confianga de 95% nos ensaios da matriz experimental
€ apresentado na Tabela 28.

Tabela 28 - ANOVA para o modelo quadratico de superficie de resposta para variavel
reposta carboidratos residuais (%om/m) da TEIS heterogénea.

Fonte sQ GL QM F p
X1 (Linear) 2,7175 1 2,71747 24,8310 0,0379
X1 (Quadratica) 8,3826 1 8,38260 76,5964 0,0128
X2 (Linear) 0,9631 1 0,96307 8,8001 0,0973
X2 (Quadratica) 0,0088 1 0,00885 0,0809 0,8028
Xs (Linear) 21,5945 1 21,59452 197,3210 0,0050
X3 (Quadratica) 43,0897 1 43,08973 393,7345 0,0025
X1 (L).X2 (L) 0,0795 1 0,07946 0,7261 0,4839
X1 (L).X2 (Q) 12,1260 1 12,12596 110,8015 10,0089
X1 (Q).X2 (L) 0,8960 1 0,89602 8,1875 0,1035
X1 (L).X3 (L) 3,5923 1 3,59232 32,8250 0,0291
X1 (Q).X5 (L) 1,6678 1 1,66776 15,2393 0,0597
X2 (L).X3 (L) 2,4635 1 2,46345 22,5099 0,0416
Erro 0,2189 2 0,10944
Total SQ 114,4120 14

X1 = percentual de BC-HPA, Xz = razao etanol:biomassa, Xs = temperatura, GL — Graus de

liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p
Fonte: proprio autor

O diagrama de Pareto e a tabela ANOVA, demonstram uma grande
diferenga entre o parametro temperatura e os demais, indicando que a temperatura
foi o principal fator que influenciou as mudancgas no nivel de hidrélise dos agucares
durante a TEIS da biomassa umida. Isso sugere que baixas pressbées sao cruciais
para preservar os agucares na biomassa residual.

O modelo quadratico foi estatisticamente bem ajustado, com coeficiente R?
de 0,9981, indicando que 99,81% da variabilidade das respostas foram explicadas
pelo modelo quadratico.

A partir da analise de regressao foi obtido um modelo representativo do
comportamento dos resultados dos experimentos para o percentual de carboidratos
residuais. O modelo foi obtido pelo software Statistica 10 e os dados dos
coeficientes de regressao e confecgcdo do modelo polinomial sdo apresentados na
Tabela 29.
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Tabela 29 - Coeficientes de regressao para a variavel reposta carboidratos residuais (%m/m)
para a TEIS heterogénea.

Fatores Coeficiente Erro padrao t p
Média 2,61853 0,190996 13,7098 0,0052
X1 (Linear) 2,25589 0,165407 13,6384 0,0053
X1 (Quadratica) -1,50675 0,172162 -8,7519 0,0128
Xz (Linear) -0,81196 0,165407 -4,9088 0,0390
X2 (Quadratica) 0,04895 0,172162 0,2843 0,8028
Xs (Linear) -2,34061 0,165407 -14,1506 0,0049
X3 (Quadratica) 3,41616 0,172162 19,8427 0,0025
X1 (L).X2 (L) 0,14094 0,165407 0,8521 0,4839
X1 (L).X2 (Q) -2,46231 0,233922 -10,5262 0,0089
X1 (Q).Xz2 (L) 0,66934 0,233922 2,8614 0,1035
X1 (L).X3 (L) -0,94767 0,165407 -5,7293 0,0291
X1 (Q).X3 (L) 0,91317 0,233922 3,9038 0,0597
Xz (L).X3 (L) -0,78477 0,165407 -4,7445 0,0416

Xj = percentual de BC-HPA, Xz = razao etanol:biomassa, X3 = temperatura; t — Teste t; p — Valor-p
Fonte: préprio autor

O modelo obtido pela analise de regressao é apresentado na Equagéo (10).
Y = 2,62 + 2,56X; — 1,51X? — 0,825X, F 0,05X3 — 2,34X;
F 3,42X3 + 0,14X,. X, — 2,46X,.X2 + 0,67X2. X,  (10)
—0,95X;. X5 + 0,91X%. X5 — 0,79X,. X3

Os gréficos de superficie de resposta sdo apresentados na Figura 49,
Figura 50 e Figura 51.
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Figura 49 - Superficie de resposta para carboidratos residuais (%m/m) para os efeitos do
percentual de BC-HPA e razao etanol:biomassa na TEIS heterogénea.
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Figura 50 - Superficie de resposta para carboidratos residuais (%m/m) para os efeitos do
percentual de BC-HPA e temperatura na TEIS heterogénea.
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Figura 51 - Superficie de resposta para carboidratos residuais (%m/m) para os efeitos da
razao etanol:biomassa e temperatura na TEIS heterogénea.
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Fonte: Proprio autor

Pela superficie de resposta para os efeitos do percentual de BC-HPA e
razdo etanol:biomassa (Figura 49), a interacdo dos parametros demonstra a
existéncia de uma faixa preferivel do percentual de BC-HPA proximo de 18% e da
razdo etanol:biomassa de aproximadamente 50 mL.g"' para preservar os
carboidratos residuais. Enquanto que, para o efeito do percentual de BC-HPA e
temperatura (Figura 50) o percentual em carboidratos ficam abaixo de 7% em
pressdes acima de 165 °C, reafirmando que a alta temperatura hidrolisa a maior
parte dos acgucares durante a TEIS. Por fim, os efeitos da razao etanol:biomassa e
a temperatura (Figura 51), bastante semelhante ao anterior, indicam que a
temperatura acima de 165 °C converge para a maior hidrélise dos carboidratos,
enguanto que a razdo etanol:biomassa em 50 ml.g" garante que os aglicares serdo
preservados.

Portanto, a menor temperatura (150°C) e razdo etanol:biomassa de 50

mL.g"' sdo sugeridas para permitir a aplicagcdo da biomassa residual na produgao
de bioetanol em cascata em biorefinarias de microalgas. Logo, como visto para as

outras variaveis resposta, a TEIS em uma zona de temperatura média (100-200°C)
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aumenta a viabilidade econdémica por reduzir insumos quimicos, e também,

melhorar produgéo de coprodutos da hidrolise de carboidratos (KIM et al., 2019).

5.7 Consideracoes Finais

O desenvolvimento do catalisador heterogéneo baseado em BC de
microalgas para aplicagao em reagdes de TEIS abre caminho para a exploragao da
biomassa residual (baixa em lipidios) e cianobactérias (cultivadas em meios de
cultivos de baixo custo) convertidas em BCs e seu potencial uso como suporte
catalitico.

O cultivo da cianobactéria S. maxima em fontes de nutrientes alternativos
(APENDICE A) permitiu a produgéo da biomassa, bem como bioprodutos de valor
agregado (ficocianina), como alternativa de matéria-prima para BC aliada a
extracao do pigmento. Devido a baixa quantidade de lipidios desta espécie (2,4%
em meédia), a biomassa pode ser utilizada para a produgédo da ficocianina e dos
produtos piroliticos (BC, bio-6leo e biogas) na biorefinaria de microalgas. Os
cultivos demonstraram o uso de acetato de sédio e ureia como alternativa viavel
para a produgao dos biocompostos de interesse evitando o consumo excessivo de
nutrientes (fonte de C e N) do meio ZARROUK. E uma segunda alternativa, o
chorume também se mostrou viavel como macronutrientes do meio de cultivo,
diminuindo ainda mais os custos de producédo da biomassa, além de mitigar o efeito
desse lixiviado que representa ameaca para a natureza.

Segundo Anto et al. (2019), a producéo de biomassa deve ser aprimorada
usando recursos de nutrientes acessiveis, portanto, deve-se basear no fato de que
os nutrientes administrados confiram valorizacao adequada de biomassa e também
seja de facil aquisicao. E que, se esses nutrientes forem disponiveis através de
residuos, nao sé ajudariam na gestdo ambiental, mas também se tornariam um
fator de custo-beneficio. O bom rendimento em BC a partir das biomassas com
fontes alternativas de nutrientes asseguram a matéria-prima para a produgcéo do
catalisador baseado em BC.

Com os ensaios de pré-tratamento da biomassa para producédo do BC de
S. maxima, foi observado que ndo ha melhora significativa da area de superficie do
BC (15,8 m2.g', em média). Possivelmente, a ativagdo quimica é agressiva ao
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ponto de desintegrar os poros do BC devido a estrutura mais fragil do BC de
microalgas dada a auséncia de lignina (presente em vegetais) que tornaria o BC
mais rigido. Porém, biomassa lignocelulésica necessita de pirdlise em temperatura
mais altas (cerca de 800°C) para volatizacdo dos compostos. No entanto, os BCs
com pré-tratamento foram eficientes na adsorcao do corante téxtil Azul de Metileno
em meio aquoso, em média 71,8 mg do corante por grama de BC. A adsorcéo do
corante pelo BC indica a sua aplicabilidade na mitigacao deste efluente téxtil, bem
como a possivel adsorcao e fixacao dos catalisadores na superficie do BC.

Na selecao do suporte de BC, o método de impregnacao do BC por excesso
de solvente mostrou ser 0 mais adequado por conta da caracteristica adsortiva dos
BCs, enquanto que por umidade incipiente, que forga a deposi¢cdo do catalisador
sob o BC, o catalisador é facilmente desprendido durante a reacdo. O poder
catalitico, testado pela catélise da esterificacdo do acido palmitico, demonstram que
independentemente do tipo da biomassa, tratamento ou ativagdo, os BCs tiveram
um patamar baixo de conversdes. Pela literatura, ha indicios de que a forca de
acidez do HPA seja reduzida ao aderir no BC, explicando a baixa conversao
atingida. No entanto, as reac¢des foram conduzidas a 100°C (baixa temperatura) e
pressdo atmosférica (utilizando condensador de refluxo). Além disso, a atividade
do catalisador heterogéneo pode ser afetada por quantidades de clorofilas e
fosfolipidios presentes na biomassa de microalgas (CHI et al., 2021). E apesar do
catalisador heterogéneo ter maior limitacdo de transferéncia de massa entre os
reagentes e catalisador, a limitagcdo pode ser superada com a elevagcdo da
temperatura de reacdo que, por consequéncia, aumenta a miscibilidade e
permeabilidade dos reagentes (LEE et al., 2022).

Com as evidéncias de melhor catdlise em condicoes de temperatura e
pressdo mais altas, as reagdes de TE do 6leo de macauba realizadas em reator
pressurizado de inox utilizando planejamento fatorial 22 central rotacional, explorou
a concentracdo de HPA na solucdo de impregnacéao de HPA-Mo e o percentual
massico do catalisador de BC no meio reacional. Essa analise preliminar indicou
que o BC de S. maxima deve ser impregnado em solu¢des de menor concentracao,
préximas a 2-3,5 mM de HPA-Mo, enquanto que o percentual do catalisador de BC
deve ser empregado em niveis mais altos, préximo a 40% (% m/m ¢ie0). Por efeito
pratico, os estudos subsequentes fixaram a concentracdo de impregnagédo em 2
mM (BC-HPA-Mo 2mM).
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A exploracdo do BC-HPA-Mo (2 mM) na reacédo de TEIS da biomassa
umida de B. braunii resultou em sintese eficiente de ésteres. Pelo planejamento
experimental de Box-Behnken foi possivel investigar as condicdes que
maximizassem tanto o rendimento massico quanto a conversao da reagdo. Em 2 h
de reacao, foi possivel atingir conversdes proximas a 90% indicando um bom ajuste
do uso do BC impregnado como catalisador. Para o rendimento massico, a
temperatura foi o principal responsavel por aumentar o rendimento lipidico,
preferivel entre 200-225°C, seguido pelo percentual de 20% do catalisador. Para a
conversao, todos afetaram diretamente a conversao, no entanto, o percentual do
catalisador impactou a conversdo de maneiras diferentes. Na interagdo com o
etanol, foi preferivel que se trabalhasse entre 8-10% de catalisador, enquanto que
na interacdo com a temperatura o percentual preferivel fosse acima dos 20% do
catalisador. Pela otimizacao grafica estatistica, foi sugerido que o melhor ajuste que
maximiza o rendimento e a conversao é o percentual de BC-HPA em 10% (% m/m
biomassa), razao etanol:biomassa 55 mL.g" e temperatura em 189°C.

O percentual de carboidratos na biomassa residual da TEIS foi reduzido
pela alta temperatura de reacao (200°C), logo, foi indicado temperatura a 150°C e
etanol a 50 ml.g™" para preservar os aglicares na biomassa residual utilizada para
a producéao de bioetanol no processo cascata em biorefinaria de microalgas.

Apesar da extragdo de 6leo da biomassa seca ser preferivel em industrias
de 6leo comestivel, farmacéutico e nutracéuticas (LOH et al., 2021), a TEIS Uumida
garantiu 0 menor consumo de energia e tempo, imprescindiveis para a aplicagao
em biorefinaria de biocombustiveis.

O ciclo de reuso do catalisador de BC nao foi realizado devido a falta de
tempo habil para o estudo e a dificil separagao do catalisador sélido da biomassa
residual. No entanto, geralmente o ciclo de reuso do catalisador tem sua atividade
catalitica reduzida devido ao depédsito dos TG e glicerol, perda do fésforo e
molibdénio (em HPA), bem como a solubilidade dos componentes ativos em alcool
(OREGE et al., 2022). Segundo Alcaniz-Monge et al.(2013), o HPA-Mo suportado
em BC de bambu, sem etapa de regeneracao, apresentou queda na conversao a
partir do terceiro ciclo de reuso. A diminuicao depende da temperatura de reacéo e
da natureza do HPA. Segundo o autor, o ciclo sucessivo do HPA-W apresentou
maior perda da atividade catalitica em comparacdo ao HPA-Mo. E para ambos
HPAs, as temperaturas mais altas de reacao preservaram o HPA retido no BC.
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Logo, se o catalisador a base de BC passar por regeneragdo (remoc¢ao dos
compostos depositados), isso aumentaria o ciclo de uso. A separacdo do
catalisador ao término da reagdo seria facilitada caso o BC passasse por
magnetizagéo (adicdo de FesO4 na matriz de carbono).

Como visto, o bom rendimento na sintese em ésteres dos estudos deste
trabalho abre caminho para exploracéo e aplicacao do BC de microalgas (residuo
ou cultivo especifico) como suporte catalitico, aqui, aplicado com eficacia na TEIS

da biomassa umida de microalga.
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho autentica a aplicabilidade do BC de
microalgas como suporte catalitico para a sintese de ésteres etilicos de acido graxo
(biodiesel) na TEIS heterogénea da biomassa umida de microalgas. Sendo uma
opgao viavel para promover a economia circular em biorefinarias.

O catalisador heterogéneo a base de BC final (BC-HPA-Mo 2mM)
apresentou acidez superficial média de 3,48 mmol H*.g™" e &rea superficial de 10,95
m?g~" e demonstrou, em reator pressurizado, um poder de conversio de 89,95%
em ésteres. Ainda que a for¢a de acidez do HPA seja reduzida ao aderir no BC, o
BC de microalgas impregnado com o HPA foi capaz de catalisar a TEIS em
condicoes de média-alta temperatura (150-200°C) e com a redu¢do no consumo
dos solventes e co-solventes utilizados.

As andlises de caracteristicas fisico-quimicas mostraram que o BC de
biomassa residual de extracdo de lipidios (baixo teor de 6leo) sdao bastante
semelhantes ao BC de S. maxima (com e sem o pigmento ficocianina) e conduziram
a resultados similares de catélise quando impregnados com o HPA-Mo. A vista
disto, a biomassa residual dos processos extrativos de uma biorefinaria € mais
opgao para a produgao do catalisador baseado em BC. Este aproveitamento total
da biomassa para producao de catalisador a base de carvao, junto ao ganho com
a biorremediacao e tratamento de poluentes, projeta a biorefinaria de microalgas

cada vez mais proximo a economia circular.
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visto os resultados promissores, como sugestdo para trabalhos futuros

recomenda-se:

Avaliar metodologias de ativacdo que melhorem a area superficial
do BC de microalgas a fim de garantir melhor area de contato
possivel.

Sintetizar BC magnético pela inser¢cdao de FesO4 na estrutura para
facilitar a recuperacao do catalisador de BC.

Avaliar o ciclo de reuso do catalisador de BC-HPA-Mo.

Avaliar taxa de lixiviacao do Mo no BC impregnado.

Avaliar a cinética da reagao catalisada pelo BC-HPA-Mo.

Analisar a adsorgao de outros corantes téxteis ou efluentes pelo BC.
Reaplicar o catalisador em outras sinteses organicas que utilizem o
um catalisador acido.

Avaliar a impregnacao de outros catalisadores 4cido ou enzimas da
familia das hidrolases.

Fazer o balanco de massa e energia dentro do conceito de
biorefinaria.
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APENDICE A - Propagacao e colheita de cultivo de B. braunii e S. maxima

Durante a propagacao de cultivo da B. brauniide 5 litros para 40 litros foram
observadas adversidades tais como: a) autofloculacéo elevada, b) aparecimento de
fungos na parte superior do fotobiorreator, ¢) contaminagdo por protozoario. Ja
durante os escalonamentos de 0,5 litro para 5 litros de S. maxima foram observadas
adversidades tais como: a) lise das células nos primeiros dias de cultivo, b) perfil
de crescimento sem definicdo, apenas tendéncia linear de crescimento e as vezes
sem crescimento aparente; c) alteragdo da coloracdo do meio de cultivo de verde-
azulada para amarelo-amarronzado; d) flotacdo das células. Em resumo, n&o foi
possivel estabelecer um cultivo apropriado da B. braunii e S. maxima para a
producdo de biomassa. Por consequéncia, foram estabelecidos parametros de
cultivo que, em tese, estariam influenciando na adaptacdo do meio de cultivo na
propagacao: concentragdo inicial de células inoculadas, pH do meio, intensidade

luminosa, e aeragéo.

A.1 Materiais e métodos

A.1.1 Ensaio de controle de pH

Buscou-se neste ensaio a investigacdo do controle do pH do meio Zarrouk.
Para isto foram testados os pH iniciais do cultivo: pH 8,55 (pH obtido apds a adi¢ao
de todos os nutrientes), pH 9,0 (pH indicado para o cultivo de Spirulina) e pH 10,0.
O pH foi corrigido utilizando solugdo de NaOH a 1N. Os ensaios foram realizados
em erlenmeyer de 500mL com volume util de cultivo de 400 mL (agua sanitizada
com hipoclorito de sodio e neutralizada com tiossulfato de sodio), continuamente
aerados e iluminados por uma lampada fluorescente de 40W, 800 lux, 24 h por dia.
Todos os cultivos foram iniciados com ABS de 0,200 (aproximadamente 0,43 g.L-
1). Os ensaios foram finalizados no décimo dia de cultivo.
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A.1.2 Ensaio de concentracao inicial de células

Buscou-se com este ensaio investigar o efeito da concentragédo celular na
inoculacdo de S. maxima. Para isto foram testadas, em meio Zarrouk padrédo, duas
concentracoes iniciais de células: 0,100 e 0,450 de ABS, aproximadamente 0,4 g.L-
' e 0,562 g.L" respectivamente. Os ensaios foram realizados em erlenmeyer de 1
litro com volume util de 500 mL (agua sanitizada com hipoclorito de sodio e
neutralizada com tiossulfato de s6dio), continuamente aerados e iluminados por
uma lampada fluorescente de 40W, 800 lux, 24 h por dia. Os ensaios foram

finalizados no décimo terceiro dia de cultivo.

A.1.3 Ensaio de Intensidade luminosa

Em vista da baixa taxa de crescimento em biorreatores de grande volume
foi realizado ensaios com a variacdo de intensidade luminosa a fim de determinar
a existéncia de fotoinibicdo nos cultivos. Para isto foram realizados ensaio com
intensidade luminosa de 0,825 klux e 8,35 klux em duas concentracdes iniciais
(ABS): 0,200 e 0,450. Os ensaios foram realizados em erlenmeyer de 500mL com
volume util de cultivo de 300 mL (agua sanitizada com hipoclorito de sodio e
neutralizada com tiossulfato de sodio), continuamente aerados e iluminados por
lampadas fluorescentes (conforme a intensidade luminosa estudada), 24 h por dia.
A Figura 52 apresenta os cultivos realizados nestes ensaios, onde o cultivo de baixa
intensidade luminosa ( Figura 52 A) teve a quantidade de lux controlada com
blogueio da incidéncia luminosa com o papel manteiga entre a lampada e o
fotobiorreator.

Figura 52 - Cultivos de com diferentes intensidades luminosa: A) 0,825 klux e B) 8,35 klux

§

Fonte: Proprio autor
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A.1.4 Adaptacao da S. maxima a fontes de nutrientes

Frente a enorme quantidade de nutrientes até entao utilizados para o cultivo
de Spirulina, buscou-se a investigacdo de fontes alternativas de carbono e
nitrogénio no meio de cultivo Zarrouk, bem como a reducdo da quantidade de
nutrientes utilizadas. Para isto foram testados duas novas fontes de carbono:
glicerol (1mL.L"' e 4 mL.L'") e acetato de sédio (17 g.L”", 4g.L e 1 g.L "), além da
ureia comercial (fertilizante agricola) como fonte de nitrogénio (3,88 g.L", 1,54 g.L-
.19.L7"e0,35g.L").

Os ensaios foram realizados em erlenmeyer de 500mL com volume util de
cultivo de 300 mL (agua sanitizada com hipoclorito de sddio e neutralizada com
tiossulfato de sédio), continuamente aerados e iluminados por lampadas
fluorescentes de 40W, 6000 lux, 24 h por dia. A Figura 53 apresenta os cultivos
realizados nestes ensaios. Todos os cultivos foram iniciados com ABS de 0,400
(aproximadamente 0,5 g.L"). Os ensaios foram finalizados no sétimo dia de cultivo
e as amostras foram analisados em microscépio para a avaliagdo da integridade

celular da S. maxima frente ao meio de cultivo modificado.

Figura 53 - Cultivos realizados em erlenmeyer no teste de integridade celular para
diferentes fontes de nutrientes

Fonte: Proprio autor

A.1.5 Analise de integridade celular

De maneira geral, as cepas saudaveis de Spirulina sédo caracterizadas pela
presengca numerosa de filamentos longos (tricoma maduro) e por filamentos curtos
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(tricoma jovem) que dara origem a uma nova celula, como pode ser comparado na
Figura 54 adaptada de Ciferri (1983) que apresenta o ciclo de vida da Spirulina.
Assim é possivel afirmar que na microfotografia de um cultivo saudavel, existe uma
numerosa quantidade de células longas e de tricomas em desenvolvimento
(CIFERRI, 1983).

Figura 54 - Ciclo de vida da Spirulina

Fonte: Traduzido de Ciferri (1983)

A.1.6 Extracao e determinacao de ficocianina em cianobactérias

A extracao da ficocianina foi realizada com a adi¢cao de 100 miligramas de
biomassa seca em tubo falcon de 15 mL previamente preenchido com 12,5 mL de
solucao tampéao de NaH2PO4 a 0,01M e NaCl a 0,15M (solucéo salina tamponada).
A biomassa hidratada foi submetida a banho de ultrassom por 30 min e frequéncia
de 50 kHz. Em seguida, a amostra foi submetida a um ciclo de congelamento e
degelo: congelamento por 24 h, degelo da suspenséao até atingir a temperatura
ambiente, congelamento por mais 24 h, e novo degelo até temperatura ambiente,
mantido por 24 h em geladeira. Apés o ciclo de congelamento e degelo, a
suspensao foi, entdo, centrifugada a 3500 rpm por 40 min. Posterior a
centrifugacdo, o sobrenadante foi analisado em espectrofotbmetro nos
comprimentos de onda em 615 nm e 652 nm, utilizando-se a solugdo tampao como
branco. A concentracdo de ficocianina (BENNETT; BOGORAD, 1973) foi definida
pela equacao (11):
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CF = DOg15nm — 0,474.(D0g52nm)
B 5,34

Onde CF ¢ a concentragéo de ficocianina (mg.mL"), DOs15nm € a densidade

(11)

Optica da amostra em 615 nm, e DOss2nm € a densidade dptica da amostra em
652nm.

A.2 Resultados

A.2.1 Propagacao do cultivo da B. braunii

As propagacodes dos cultivos de B. braunii para a producao de biomassa
apresentaram baixa dificuldades quanto a adaptacédo das células as configuracdes
dos fotobiorreatores utilizados. O escalonamento € apresentado na Figura 55,
partindo de cultivos de 1 litro (Figura 55 A) aos cultivos de 10 litros (Figura 55 B), e
finalmente para os cultivos realizados nos fotobiorreatores de colunas de bolhas de
40 litros cada (Figura 55 C).

Figura 55 - Escalonamento dos cultivos de B. braunii: A) fotobiorreator de 1L, B)
fotobiorreator de 10 L, C) fotobiorreator de 40 L.
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Fonte: Proprio autor

As curvas de crescimento da microalga B. braunii em cada fotobiorreator
do escalonamento sao apresentadas na Figura 56. Em geral, a B. braunii
demonstra uma baixa taxa de crescimento (JIN et al, 2016), como pode ser
confirmado nas curvas de crescimento obtidas. Nos cultivos de 1 litro (Figura 56 A)
foi possivel identificar as fases exponencial nos primeiros dias de cultivo, atingindo
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a fase estacionaria préximos ao 9% e 10° dia de cultivo (ABS maxima de 1,3), e
inicio do decaimento a partir do 16° dia de cultivo. Porém, o perfil de crescimento
na propagacao para 10 e 40 litros (Figura 56 B e C) nao se teve definicao das fases
de crescimento esperado, possivelmente dada a configuracdo e incidéncia de
luminosidade em cada fotobiorreator.

No cultivo de 10 litros de volume (Figura 56 B) foi um observado um perfil
praticamente linear de crescimento. Mesmo com um refor¢co de nutrientes no 13°
dia de cultivo, o cultivo atingiu um maximo de ABS de 1,1 ap6s 22 dias de cultivo,
valor abaixo do obtido no cultivo de 1 litro. Para os cultivos escalonados em 40 litros
(Figura 56 C), as ABS maximas obtidas variam entre 0,7 e 0,8, valores bem
inferiores comparados aos obtidos no cultivo de 1 litro. Atribui-se a diferenga de
concentragdo celular maxima nas fases de escalonamento as diferentes
configuragdes e incidéncia luminosa dos fotobiorreatores utilizados, onde cada um
possuiu formato e didametro diferentes, assim o efeito do auto-sombreamento das

células variou em cada fotobiorreator.

Figura 56 - Perfil de crescimento da B. braunii em cultivos de: A) 1 litro, B) 10 litros e C) 40

litros.
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A.2.1.1 Adversidades na propagacao de B. braunii

Durante os escalonamentos dos cultivos de B. braunii ocorreram pequenas
adversidade tais como: a) autofloculacao elevada, b) aparecimento de fungos na
parte superior do fotobiorreator, ¢) contaminacao por protozoério. Por conta da
caracteristica fisiologica da microalga B. braunii de formar col6nias celulares, as
mesmas atingem massa especifica elevada acarretando na autofloculagdo do
cultivo (Figura 57). Mesmo em altas vazdes de aeragao, a quantidade de biomassa
floculada aumenta conforme a replicacéo celular. Devido a autofloculagcao, notou-
se uma grande quantidade de células mortas na parte inferior do fotobiorreator que,
em alguns casos, acarretou no comprometimento do cultivo. Esta adversidade foi

remediada com a agitagdo manual diaria para a ressuspensao das células.

Figura 57 - Autofloculacao dos cultivos de B. braunii.

Fonte: Proprio autor

Nos cultivos de 40 litros ocorreu o aparecimento de fungos na parte
superior do fotobiorreator de coluna. Devido a alta aeracdo empregada para
diminuir o efeito da autofloculacdo, o estouro das bolhas de aeracdo gerou
respingos de cultivo nas paredes do fotobiorreator (Figura 58 A). Apds a secagem
dos respingos, foi observado o aparecimento de mofo acinzentado o qual foi
responsavel pela contaminagdo e comprometimento de todos os fotobiorreatores.

Tal adversidade foi contornada com a colocagéo de bolas inflaveis o qual
ocupou a maior parte da secao transversal da coluna, além de acompanhar o nivel
conforme a perda de agua por evaporagdo. Com a colocacao das bolas inflaveis,
obteve-se a quebra das bolhas de aeracao e, assim, a diminuicdo da quantidade
de respingos de cultivo na parte superior do fotobiorreator. Na Figura 58 B é
apresentada as colunas do fotobiorreator com e sem a insergao da bola inflavel, no



197

qual é notéria a diminuicdo da incidéncia de respingos com a inser¢cdao da bola

inflavel sob o cultivo.

Figura 58 - Fotobiorreatores dos cultivos de B. braunii: a) respingos na parte superior b)
com e sem a insercao da bola inflavel.

Fonte: Proprio autor

Além das adversidades apresentadas, nos acompanhamentos esporadicos
de microfotografia dos cultivos foram encontrados microrganismos contaminantes.
Os relatos de contaminacdo de cultivos por Lycrymanis sp., Colpidium sp., e
Vorticella sp., nao tiveram efeito significativo no crescimento das microalgas
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2012). Segundo Pereira et al. (2018), o
aparecimento de contaminantes ndo fotossintéticos sdo comuns no aumento de
escala, no entanto, algumas espécies de microalgas ndo sao suscetiveis a
predadores, como no estudo realizado pelo autor, onde a producao em larga escala
de Tetraselmis sp (clorofita de agua doce), a contaminagdo por Vorticella (um
protozoario ciliado ndo teve impacto severo na produtividade ou dominacéo do
cultivo.

No cultivo de B. braunii, foi observado poucas células de contaminagao por
alguma espécie de Vorticella (Figura 59), até entdo, sem indicativos de predacao
das células de B. braunii. No entanto, foi observado um aumento significativo das
células do protozoario no decorrer da manutencdo do in6culo e producao de
biomassa, aumentando o risco de dominagdo dos cultivos € um impacto na
produtividade da biomassa da microalga. Assim fez-se a parada imediata dos
cultivos, limpeza e sanitizacdo dos materiais, sanitizagcdo da agua com maior
concentracao de hipoclorito de sédio, e renovacao frequente dos in6culos com
células oriundas do cepario.
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Figura 59 - Contaminacao nos cultivos de B. braunii.: A) célula Vorticella, B) competicao.
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Fonte: Proprio autor

A.2.2 Propagacao do cultivo da S. maxima

A.2.2.1 Ensaio de controle de pH

Nos ensaios dos cultivos com controle de pH, foram investigados o efeito
de trés pH iniciais para o cultivo da S. maxima. Os resultados ap6s de dez dias

cultivos sao apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 - Resultados da ABS dos cultivos iniciados em pH diferentes.

Ensaio ABS Final
Exp. 1 (pH = 8,55) 1,13
Exp. 2 (pH = 9,00) 1,05
Exp. 3 (pH = 10,0) 1,30

Fonte: Proprio autor

A S. maxima apresentou bom desenvolvimento em todos os pH
estabelecidos, ndo apresentando sensibilidade ao pH inicial do meio de cultivo. O
cultivo iniciado em pH mais elevado (pH = 10) atingiu uma ABS levemente mais alta
que os demais ensaios. Mesmo comeg¢ando em pH mais baixo, o cultivo iniciado
em pH de 8,55 também atingiu ABS prdxima ao cultivo iniciado de pH 10, ndo sendo
conclusivo se o pH mais elevado favorece o crescimento da cianobactéria. Assim,
foi descartada a possibilidade de que o pH do meio estivesse influenciando no
crescimento da S. maxima.

A.2.2.2 Ensaio de concentracao inicial de células

Nos ensaios dos cultivos com variacdo da concentracdo celular inicial,

buscou-se averiguar o comportamento do perfil de crescimento da S. maxima em
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duas concentragdes iniciais de in6culo. As curvas de crescimento obtidas sao
apresentadas nas Figura 60.

Em ambas concentracdes iniciais, & possivel observar um crescimento
praticamente linear para as duas condi¢c6es experimentais nao tendo-se a definicao
das fases de crescimento.

Figura 60 - Curva de crescimento de S. maxima: a) concentracao celular inicial de 0,100 de
ABS. b) concentracao celular inicial de 0,45 de aABS.
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Fonte: Proprio autor

O estado estacionario nao foi atingido em nenhum dos ensaios talvez pelo
periodo escolhido, sendo necessario uma avaliagcdo de maior periodo de cultivo.
Ainda assim, é possivel inferir que o cultivo tem crescimento significativo mesmo
em baixas concentragdes e atinge concentracao celular, também, significativa sem
dificuldade de crescimento, porém, com maior necessidade de maior periodo de
cultivo. Logo, cultivos iniciados com concentragdo celular de 0,450 de ABS,
diminuem o periodo necessario de cultivo e consequentemente altas
produtividades.

Visto a boa adaptacdo do cultivo em ambas concentragdes iniciais de
células, foi realizado um escalonamento para um cultivo de 4 litros em erlenmeyer
de 5 litros sob mesmas condi¢cdes de aeracéo e iluminagao, o qual serviu de indculo
para o biorreator de 16 litros. O biorreator de 16 litros é apresentado na Figura 61
A.

O cultivo no biorreator de 16 litros foi realizado sob as mesmas condi¢des
de aeracdo e iluminacédo (foi garantido intensidade luminosa de 800 lux na
superficie interna do reator). Nesta etapa do trabalho, o periodo de cultivo foi
prolongado até que se estabelecesse um patamar de fase estacionaria. A curva de
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crescimento aparentou entrar em fase estacionaria no 40° dia de cultivo. As curvas
de crescimento sdo apresentadas na Figura 61 B e C.

Em ambos cultivos foram realizados reforco de nutrientes e reposicao da
agua perdida por evaporacao natural préximos ao 20° dia de cultivo. Como visto,
os cultivos aparentaram entrar em fase estacionéaria proximo ao 30° dia de cultivo,

no entanto, os cultivos nao ultrapassaram a leitura de ABS de 1,60.

Figura 61 - a) Fotobiorreatores de 16 litros e curva de crescimento de S. maxima no
fotobiorreator de 16 litros: b) concentracao celular inicial de 0,200 de ABS e ¢)
concentracao celular inicial de 0,400 de ABS.
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Fonte: Préprio autor

O longo periodo necessario para atingir a ABS torna inviavel a produgao de
biomassa pela baixa produtividade da espécie no biorreator. A possibilidade mais
provavel da baixa taxa de crescimento observada € a baixa intensidade luminosa
no centro do reator. Conforme o aumento da replicagao celular, o sombreamento
interno causado pelas proprias células aumenta consideravelmente. Assim, é
indicado que os fotobiorreatores para cultivo de S. maxima tenham secao
transversal menor e de maior incidéncia de luz sobre o reator para que o efeito do

auto-sombreamento ndo seja intenso.
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A.2.2.3 Ensaio de Intensidade luminosa

Com o objetivo de observar fotoinibicdo pela intensidade luminosa, foram
realizados testes com duas intensidades luminosa (0,825 klux e 8,35 klux) com a
inoculagao de concentracoes inicial de células diferentes (0,2 e 0,45 de ABS). As

curvas de crescimento obtidas sdo apresentadas na Figura 62.

Figura 62 - Curva de crescimento de S. maxima em diferentes intensidades luminosa (0,825
klux e 8,35 klux): concentracao celular inicial de (a) 0,2 de ABS e (b) 0,4 de ABS.
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Fonte: Proprio autor

Embora tivessem concentragbes de inoculagdo diferentes, o
comportamento para as duas condicdes experimentais foi muito parecido. Em
ambas concentragdes de inoculagdo houve um perfil de crescimento muito intenso
nos cultivos de maior intensidade luminosa. Assim, ndo foi observado nenhum
indicio de fotoinibicdo mesmo em cultivos acima de 8 klux de intensidade luminosa.
Os cultivos iniciados com intensidade luminosa mais baixa, praticamente,
apresentaram o mesmo perfil de menor taxa de crescimento paras ambas
concentragées de inéculo. O bom desempenho de crescimento € atribuido ao
cultivo ser realizado em erlenmeyers de 500 mL, onde a se¢do transversal do reator
nao é suficiente para causar o auto-sombreamento do meio. Isso garantiu a boa
incidéncia de luz sobre o meio de cultivo.

As biomassas deste ensaio foram filtradas, secas em estufa, e determinado
o percentual de ficocianina produzida. Assim, foi possivel inferir se a variagcao de
luminosidade afetou a producdo do pigmento. O sobrenadante contendo a
ficocianina das amostras é apresentado na Figura 63.
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Figura 63 - Ficocianina extraida nos ensaios de variacao de intensidade luminosa.

Fonte: Préprio autor

As amostras foram analisadas em espectrdmetro nos comprimentos de
onda conforme a metodologia. Os resultados do percentual massico sao
apresentados na Tabela 31.

Tabela 31 - Resultados obtidos nas extrac6es de ficocianina nos ensaios de intensidade

luminosa.
Concentracao Ficocianina (% m/m)
celular inicial (ABS) 0,825 klux 8,35 klux
0,2 9,51% 8,57%
0,45 10,64% 9,00%

Fonte: Proprio autor

E possivel notar que os percentuais em ficocianina sdo maiores nos cultivos
realizados em baixa intensidade luminosa (0,825 klux). Possivelmente, se deve a
necessidade de a célula produzir maior quantidade de pigmentos para compensar
a menor incidéncia luminosa e, assim, otimizar a captura de luz pelos pigmentos
coletores. Também, nota-se que os cultivos de alta concentracdo de indéculo
apresentaram maior percentual do pigmento, possivelmente devido ao elevado
efeito de auto-sombreamento causado pela grande quantidade de células no meio.
Assim, o auto-sombreamento também induz uma maior produgéo da ficocianina
como forma de compensar a menor quantidade de luz incidida.

Visto a boa adaptacdo do cultivo em ambas intensidades luminosa e
concentragbes de ino6culo, foi realizado um novo escalonamento para o
fotobiorreator de coluna de bolhas de 18 litros. Este fotobiorreator possui secao
transversal menor que os fotobiorreatores de 16 litros utilizados no escalonamento
anterior, e permite uma maior incidéncia de luz sob o cultivo. Inicialmente, cada
coluna foi iluminada em ambos os lados com lampadas fluorescentes, assim cada

lado da coluna de bolhas tinha a incidéncia de 4,5klux de intensidade luminosa. No
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entanto, os cultivos iniciados no fotobiorreator ndo apresentaram crescimento
consistente no cultivo iniciado com ABS de 0,20, como pode ser observado na
curva de crescimento apresentada na Figura 64.

Figura 64 - Curva de crescimento de S. maxima em coluna de bolhas (18 litros) com alta
incidéncia luminosa.
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Fonte: Proprio autor

O estresse luminoso observado, dada a configuracdo do fotobiorreator,
ocasionou a fotoinibigdo do cultivo o que acarretou um perfil de crescimento
anormal. Diante do ocorrido, resolve-se entdo desligar uma lampada de cada lado
da coluna de bolhas e realizar um novo ensaio. Assim, 0S NOVOS ensaios com
cultivos (iniciados em 0,20 de ABS) de menor intensidade luminosa foram
realizados nos trés fotobiorreatores de colunas (18 litros) e as curvas de

crescimento obtidas sdo apresentadas na Figura 65.

Figura 65 - Curva de crescimento de S. maxima em coluna de bolhas com baixa intensidade
luminosa.
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Fonte: Proprio autor
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Como visto, sob menor intensidade luminosa no fotobiorreator de coluna,
foi possivel obter um cultivo com perfil de crescimento bem mais consistente. Sob
incidéncia luminosa menor (4,5 klux de apenas um dos lados da coluna), nao foi
observado fotoinibicdo do cultivo. De posse do resultado favoravel obtido, foi
elaborado uma nova abordagem de cultivo na qual consistiu em aumentar a
intensidade luminosa apos o cultivo atingir a ABS de 1,0. A curva de crescimento
deste novo ensaio (iniciados em 0,40 de ABS) também foi realizada nos trés
fotobiorreatores de coluna e as curvas de crescimento obtidas s&o apresentadas
na Figura 66.

Iniciando o cultivo com baixa intensidade luminosa, as células nao sofreram
fotoinibicdo. Logo, o cultivo pode crescer sem o estresse luminoso e ao atingir uma
concentragdo de células em que o efeito do auto-sombreamento passasse a
interferir no crescimento, a incidéncia de mais luminosidade no fotobiorreator
permitiu que as células aumentassem seu crescimento celular ainda mais. E, além
disso, obteve-se um aumento na produtividade de biomassa, pois a ABS final foi a
maior obtida até este ponto do trabalho.

Figura 66 - Curva de crescimento de S. maxima em coluna de bolhas com fase inicial de baixa
intensidade luminosa e fase final de alta intensidade luminosa.
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Fonte: Proprio autor

Ainda assim, um ultimo ensaio foi realizado, iniciando o cultivo nas colunas
de bolhas utilizando alta incidéncia luminosa (ambos os lados iluminados) e,
diferentemente do primeiro cultivo iniciado com ABS de 0,20, o cultivo foi iniciado
em 0,45, supondo-se que esta concentracdo de células inoculada nao iria sofrer

fotoinibicdo. A curva de crescimento deste ensaio também foi realizada nos trés
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fotobiorreatores de colunas e as curvas de crescimento obtidas sdo apresentadas

na Figura 67.

Figura 67 - Curva de crescimento de S. maxima em coluna de bolhas com alta intensidade
luminosa iniciados com concentracgao celular de 0,45 de ABS
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Fonte: Proprio autor

Como pode-se observar, o cultivo iniciado com maior concentragdo celular
(ABS de 0,45) ndo sofreu o efeito da fotoinibicdo como anteriormente visto nos
cultivos iniciados com menor concentracao de inéculo (ABS de 0,2). Possivelmente,
exista um limiar de concentracao celular, entre 0,2 e 0,45, onde o efeito da
fotoinibicdo deixe de existir. Além disso, foi notéria 0 aumento da ABS final, o que
garantiu uma maior produtividade de biomassa no mesmo periodo de cultivo.

Logo, é possivel afirmar que o didmetro do fotobiorreator de coluna de
bolhas de 18 litros garante uma boa incidéncia de luz sob o cultivo, porém, quando
somado a baixa quantidade celular do indéculo, o mesmo ocasiona 0 estresse
luminoso nas células de S. maxima pela grande intensidade luminosa sob o cultivo.
No entanto, o estresse luminoso pode ser facilmente solucionado com a diminui¢cao
da luminosidade ou aumento da concentracdo celular do in6culo. Em especifico,
para a S. maxima foi observado, entdo, o efeito da fotoinibigdo do cultivo iniciado
em ABS de 0,200 (0,43 g.L", em biomassa seca) no fotobiorreator de coluna de
bolhas de 18 litros. Porém, com o cultivo iniciado em ABS de 0,450 (0,52 g.L"),
perdeu-se o efeito da fotoinibicdo, e o mesmo atingiu uma concentracao
aproximada de 1 g.L" no término do cultivo.

Por medidas de garantia e produtividade de biomassa, a producédo de
biomassa da S. maxima passou a ser realizado com concentragao celular inicial de

0,450 de ABS. Posteriormente, foram realizados cultivos nos fotobiorreatores de
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coluna de bolhas de 40 litros os quais tiveram desempenho semelhantes aos dos

fotobiorreatores de coluna de bolhas de 18 litros.

A.2.3 Desenvolvimento da S. maxima em meio suplementado com acetato de

sodio e ureia em reator airlift

A.2.3.1 Analise preliminar da adaptacao da S. maxima a fontes alternativas de

nutrientes

Para efeito de comparagao, foi realizado um cultivo de controle juntamente
com os cultivos experimentais, o qual seguiu todos os parametros de nutrientes do
meio Zarrouk. As imagens de microfotografia do cultivo de controle séo

apresentadas na Figura 68.

Figura 68 - Microfotografia do cultivo de controle (meio Zarrouk): A) zoom de 4 vezes, B)

zoom de 10 vezes

Fonte: Proprio autor

Na microfotografia do cultivo de controle (Figura 68) é possivel observar a
numerosa quantidade de células longas e integras, bem como a presenca de
tricomas jovens e em desenvolvimento, indicando um bom desenvolvimento

celular.

A.2.3.1.1 Acetato de sédio como fonte de carbono

O acetato de sédio foi considerado como uma fonte de carbono em
potencial para aumentar o crescimento da S. maxima. Nos ensaios preliminares
com acetato, foram investigadas o efeito de trés concentracées do composto: 17
gL' 4gLl'e1g.lL™
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Na Figura 69 sdo apresentados a microfotografia dos cultivos realizados
com acetato. De maneira geral, a S. maxima teve bom desenvolvimento em meio
suplementado com acetato de sédio, nao apresentando nenhuma dificuldade de
crescimento. Nota-se que, em todos os diferentes meios a presenca de filamentos
longos e de tricomas em desenvolvimentos.

No meio Zarrouk séo utilizados 16,8 gramas de bicarbonato de sdédio,
enquanto no ensaio realizado com acetato, a S. maxima se desenvolveu bem com

apenas 1 g.L' de acetato de sédio.

Figura 69 - Microfotografia dos cultivos realizados com acetato de sodio: 17 g.L™' (A)
zoom4x e (B) zoom10x; 4 g.L™' (C)zoom4x e (D) zoom (10x); 1 g.L' (E) zoom4x e (F)

zoom10x.

N

Fonte: Proprio autor

A.2.3.1.2Ureia como fonte de nitrogénio

Foram realizados ensaios com ureia (fertilizante comercial) como fonte de
N visando reduzir o custo do meio de cultura. Nos ensaios dos cultivos com ureia,
foram investigados o efeito de quatro concentragdes do fertilizante: 3,88 g.L", 1,54
g.L", 1,0 g.L" 0,35 g.L"'. Na Figura 70 sdo apresentadas as microfotografias dos
cultivos.

A S. maximateve bom desenvolvimento em baixas concentracdes de ureia,
apresentando dificuldade de crescimento somente em alta carga do composto.
Dentre as diferentes concentracbes de ureia no meio de cultivo (Figura 70), é
possivel verificar a presenga dos filamentos longos e dos tricomas em

desenvolvimentos apenas nos cultivos abaixo de 1,54 g.L' (Figura 70 C-H).
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Segundo Usharani e colaboradores (2012), a utilizacdo de ureia no meio de cultivo
pode ser dificultada devido a hidrélise espontédnea desse composto em amdnia
dada as condi¢des alcalinas do meio Zarrouk. Logo, niveis elevados de ureia
ocasiona inibicao do crescimento pela toxicidade da amdnia.

Figura 70 - Microfotografia dos cultivos realizados com ureia: 3,88 g.L"' zoom (A) 4x e
(B)10x, 1,54 g.L"' zoom (C) 4x e (D) 10x; 1,0 g.L™' zoom (E) 4x e (F)10x; 0,35 g.L"' zoom (G) 4x
e H) 10x.

Fonte: Proprio autor

E possivel afirmar que o nitrato de sédio utilizado no meio Zarrouk pode ser
facilmente substituido pela ureia comercial e utilizada em menor quantidade do
nutriente. No meio Zarrouk sao utilizados 2,5 gramas de nitrato de sodio, enquanto
no ensaio realizado com ureia, a S. maximateve bom desenvolvimento com apenas

0,35 grama da ureia comercial vendida como fertilizante agricola.

A.2.3.2 Planejamento experimental — S. maxima cultivada com ameio
suplementado com acetato de sédio e ureia.

Os fatores e niveis do planejamento experimental sdo indicados na Tabela
32. Os experimentos foram realizados em duplicata, empregando as condicoes
experimentais estabelecidas pela metodologia de Taguchi. Foram investigados
simultaneamente os efeitos das trés varidveis envolvidas no cultivo de S. maxima
com as fontes de nutrientes alternativas (acetato de sodio e ureia).

Os cultivos do planejamento tiveram sua evolugdao de densidade celular
acompanhado diariamente utilizando medidas de ABS e plotadas as respectivas

curvas de crescimento.



209

Tabela 32 - Fatores e niveis alterados no planejamento experimental L4 de Taguchi para os
ensaios de cultivos

Fator Fator Niveis
Codificado 1 2
A Luminosidade (lux) 1000 4000
B Concentragéo de acetato de sédio (g.L ") 1 4
C Concentragéo de ureia (g.L™") 0,35 1

Fonte: Proprio autor

Tabela 33 - Matriz experimental do planejamento L4 de Taguchi com quatro fatores e dois

niveis.
Fatores
Experimento A B C
1 1 1 1
2 1 2 2
3 2 1 2
4 2 2 1

Fonte: Proprio autor

O encerramento da batelada dos cultivos foi determinado pela ocorréncia
da fase estacionaria do cultivo, que ocorreram em cerca de 90 h de batelada e,
assim, padronizados para todos os cultivos experimentais. As curvas de

crescimento das cianobactérias sdo apresentadas na Figura 71

Figura 71 - Curva de crescimento de S. mdxima em reator airlift em meio suplementado com
acetato de sodio e ureia: a) exp. 1, b) exp. 2, ¢) exp. 3 e d) exp. 4
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As diferengas observadas entre as curvas dos cultivos permitem
reconhecer que 0s parametros manipulados no planejamento experimental
afetaram de maneira diferentes os perfis de crescimento da cianobactéria. No
entanto, em todas as condigdes experimentais € possivel observar a inexisténcia
da fase lag (fase de adaptacéo) nas bateladas. Este fato indica a facil assimilacao
das fontes de nutrientes pelas células de S. maxima, dada ao rapido crescimento
nas primeiras 20 h de crescimento onde praticamente o valor de ABS teve seu valor
duplicado em relagcéao a hora zero.

Nota-se que os experimentos 2 e 4 apresentaram 0 maior crescimento
celular com ABS entre 1,2 e 1,4, enquanto os experimentos 1 e 3 tiveram
crescimento menor com ABS entre 0,7 e 0,9. Na condicao experimental 1 (Figura
71 A), realizada com 1000 lux, acetato de sédio a 1 g.L " e ureia a 0,35 g.L", foi o
perfil de menor taxa de crescimento devido a menor incidéncia luminosa e menor
quantidade de nutrientes disponiveis que foram rapidamente consumidos pelas
células. Na condicéao experimental 2 (Figura 71 B), realizada com 1000 lux, acetato
de sédio a 4 g.L " e ureia a 1 g.L", apresentou um aumento consideravel da taxa
de crescimento devido ao aumento da disponibilidade dos dois nutrientes. No
entanto, na condigdo experimental 3 (Figura 71 C), realizada com 4000 lux, acetato
desddioa1g.L'eureiaa1g.L’, novamente, a uma taxa de crescimento foi menor
mesmo com o0 aumento da intensidade luminosa. Era esperado um crescimento
maior, ou equivalente ao experimento 2, com a maior incidéncia luminosa no reator.
Porém, a menor taxa encontrada é explicada pela diminuicdo na quantidade de
acetato de sdédio, indicando que este nutriente é o pardmetro de maior efeito no
crescimento celular. Por fim, na condigao experimental 4 (Figura 71 D), realizada
com 4000 lux, acetato de sédio a 4 g.L" e ureia a 0,35 g.L"', fora a condicdo de
maior taxa de crescimento obtida até entdo. Neste caso, houve a maior incidéncia
luminosa e maior quantidade disponivel de acetato de sédio, o qual mostrou-se de
maior efeito no cultivo. Além disso, a reducdo da quantidade de ureia também
causou a melhora da taxa de crescimento, possivelmente pela menor liberagao de
amdnia no meio. Estas observacdes sdo confirmadas na analise estatistica
ANOVA.
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A.2.3.3 Analise estatistica e efeitos dos fatores — S maxima em meio

suplementado em acetato de sédio e ureia

Os resultados obtidos com base na matriz de L4 de Taguchi séo
apresentados na Tabela 34. Os resultados apresentam as respostas referentes a
cada condicao experimental ao final da batelada de 9 dias.

Tabela 34 - Matriz experimental e resultados obtidos dos cultivos de S. maxima com meio
Zarrouk modificado com acetato e ureia.

Fator Rendimento . L.
Carboidrato Ficocianina BC (%

Experimento , p ¢ :::anzsf?) s(%mm)  (%m/m) m/m)
1 T 1 1 0,589 7,09 5,68 49,72
2 12 2 0,695d 9,08 8,01 42,88
3 21 2 0,616 6,87 215 51,02
4 2 1 0,751 13,01 7,71 47,87

Fatores: A — Concentragdo de Chorume (% v/v); B — Fonte luminosa; C — Luminosidade.
Fonte: Proprio autor

Todos os graficos de efeitos das variaveis manipuladas, e a tabela ANOVA
foram gerados pelo software Statistica 10. O grafico de efeitos e ANOVA para
médias das variaveis respostas sao apresentados na Figura 72 e Tabela 35

Segundo o gréfico de efeitos (Figura 72), o ajuste que sugere a
maximizacédo da variavel resposta de rendimento em massa seca (g.L") segue a
seguinte combinacdo de fatores: luminosidade em nivel alto (4000 Ilux),
concentragéo de aceto de so6dio em nivel alto (4 g.L") e indiferente a concentragao
de ureia podendo-se empregar o nivel baixo (1 g.L ") a fim de diminuir custos. Assim
a indicacdo dos ajustes para a maximizacdo do rendimento massico a condi¢cao
experimental nimero 4 da matriz L4 de Taguchi.

O ajuste que sugere a maximizagao da variavel resposta de percentual de
carboidratos (% m/m) segue a seguinte combinagao de fatores: luminosidade em
nivel alto (4000 lux), concentracdo de aceto de sddio em nivel alto (4 g.L") e
concentragdo de ureia em nivel baixo (0,35 g.L"). Essa condicdo experimental
corresponde ao experimento 4 da matriz L4 de Taguchi.
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Figura 72 - Grafico de efeitos da metodologia de Taguchi para as médias das variaveis

respostas.
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Tabela 35 - ANOVA para as médias das variaveis resposta

Fonte sQ GL QM F p
Variavel resposta: Rendimento massico
A 0,0034 1 0,0034 4,175 0,111
B 0,0289 1 0,0289 35,479 0,004
C 0,0004 1 0,0004 0,534 0,506
Residual  0,0033 4 0,0008
Variavel resposta: Carboidratos
A 10,4907 1 10,4907 110,7101  5,799E-06
B 44,4675 1 44,4675 469,2727 2,173E-08
C 15,7323 1 15,7323 166,0255 1,244E-06

Residual 0,7580667 8 0,0947583
Variavel resposta: Ficocianina

A 8,181012 1 8,181012 24,15326 0,007960157

B 26,68151 1 26,68151 78,77333 0,000890233

C 4,789513 1 4,789513 14,14035 0,01976863
Residual 1,35485 4 0,3387125

Variavel resposta: BC
A 19,845 1 19,845 2,178961 0,2139509
B 49,8002 1 49,8002 5,468013 0,07951932
C 6,845 1 6,845 0,7515742 0,4348878
Residual 36,4302 4 9,10755
GL - Graus de liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadrética; F — Teste F; P — Valor-p.

Fonte: Préprio autor
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Para o percentual de ficocianina (% m/m), o ajuste que sugere a
maximizacao segue a seguinte combinacéao de fatores: luminosidade em nivel baixo
(1000 lux), concentracéo de acetato de sédio em nivel alto (4 g.L") e concentragao
de ureia em nivel baixo (0,35 g.L"). Esse ajuste de fatores ndo se encontra na
matriz L4 de Taguchi, necessitando um ensaio confirmatorio.

A nova batelada do ensaio confirmatério foi realizada em triplicata nos
reatores airlift e com as mesmas 90 h de cultivo, seguindo a combinagao de fatores
conforme sugerido pelo gréafico de efeitos da metodologia de Taguchi. Apés colheita
e secagem da biomassa foi realizado uma nova extragdo da ficocianina. Apds a
leitura da ABS e estipulagdo da concentracdo do pigmento no sobrenadante, o
ajuste sugerido pelo grafico de efeitos resultou em uma média de 8,38% +- 0,921%
(% m/m) de ficocianina nas células de S. maxima, valor que superou o maior
percentual obtido na matriz experimental (experimento 2). Assim, confirmando o
melhor ajuste para o aumento da concentrag¢ao de ficocianina no interior da célula:
1000 lux de luminosidade, 4 gramas de aceto de sédio e 0,35 grama de ureia para
cada litro de cultivo.

A.2.4 Desenvolvimento da S. maxima em meio suplementado com chorume

Os fatores e niveis do planejamento experimental do cultivo suplementado

com chorume sao apresentados na Tabela 36.

Tabela 36 - Matriz experimental e resultados obtidos dos cultivos de S. maxima com meio
Zarrouk modificado com chorume

Fator Fator Niveis
Codificado 1 2
A Concentragéo de chorume (% v/v) 5 10
B Fonte luminosa (lampada) Fluorescente Tubular LED
C Luminosidade (lux) 1000 4000

Fonte: Proprio autor

Os experimentos foram realizados em duplicata, empregando as condicdes
experimentais estabelecidas pela metodologia de Taguchi. Na Figura 73 séo
apresentados a microfotografia (microscépio trinocular acoplado com camera
digital) dos cultivos experimentais realizados com chorume.
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Nota-se que a S. maxima teve menor desenvolvimento nos experimentos
1, 3 e 4. Nos tres experimentos é possivel observar a baixa quantidades de células
integras nas amostras, apresentando baixa quantidade de filamentos longos e, em
sua grande maioria apresentando apenas alguns tricomas que nao se
desenvolveram.

No entanto, especificamente, a microfotografia do experimento 2
apresentou a maior quantidade de células indicando um melhor desenvolvimento
quando comparado as demais microfotografias. Assim, é possivel afirmar que os
macrosnutrientes pode ser facilmente substituido por chorume em dadas condicdes

que favorecam a assimilagao do lixiviado.

Figura 73 - Microfotografia dos cultivos realizados com chorume: Exp. 1 (A) zoom 4x e (B)
zoom 40x; Exp. 2 (C) zoom 4x e (D) zoom 40x, Exp. 3 (E) zoom 4x (F) zoom 40x; Exp. 4 (G)
zoom 4x e (H) zoom 40x.
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Fonte: Proprio autor

As curvas de crescimento da S. maxima sao apresentadas na Figura 74.
Foi observado um perfil de crescimento linear em todos 0s experimentos, sem
identificacdo de fase lag ou fase exponencial de crescimento na batelada. Foi
identificavel apenas a fase estacionaria a partir do 82 dia de cultivo. A inexisténcia
de uma fase exponencial indica que a assimilacao do chorume pode ser dificultosa
na metabolizagdo pelas células. Nota-se que os experimentos 2 e 3 apresentaram
o maior desenvolvimento celular com ABS médias de 1,56 e 1,18, respectivamente.
Em ambos os experimentos a intensidade luminosa foi de 4000 lux indicando que
a luminosidade atua como um facilitador na metabolizacdo do chorume pelas
células. Porém, a porcentagem de chorume nestes experimentos foi diferente, exp.
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2 com 5% (v/v) e exp. 3 com 10% (v/v), indicando que o aumento na carga de

chorume afetou negativamente a assimilagdo do composto.

Figura 74 - Curvas de crescimento de S. maxima em meio suplementado com chorume: a)
exp. 1, b) exp. 2, c) exp. 3 e d) exp. 4
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A.2.4.1 Analise estatistica e efeitos dos fatores — S maxima em meio
suplementado em chorume

Os resultados obtidos com base na matriz de L4 de Taguchi séo
apresentados na Tabela 37. Os resultados apresentam as respostas referentes a
cada condigao experimental ao final da batelada de 9 dias. O gréfico de efeitos e
analise variancia para médias das variaveis respostas sdo apresentados na Figura
75 e Tabela 38.

Segundo o grafico de efeitos (Figura 75), o ajuste que sugere a
maximizacédo da variavel resposta de rendimento em massa seca (g.L') segue a
seguinte combinagao de fatores: concentragéo de chorume em nivel baixo (5%v/v),
fonte luminosa em nivel alto (lAmpada tubular de LED) e luminosidade em nivel alto
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(4000 lux). Assim a indicacdo dos ajustes para a maximizagdo do rendimento

massica é referente a condi¢cdo experimental nimero 2 da matriz L4 de Taguchi.

Tabela 37 - Matriz experimental e resultados obtidos dos cultivos de S. maxima com meio
Zarrouk modificado com Chorume.

Fator Rendimento

Carboidrato Ficocianina BC (%
em massa

Experimento

A BC seca (g.L") s (% m/m) (% m/m) m/m)
1 11 1 0,62 9,16 717 35,23
2 1 2 2 0,885 13,1 6,45 36,34
3 2 1 2 0,758 9,16 5,72 34,07
4 2 2 1 0,652 7,76 7,58 33,54

Fatores: A — Concentragdo de Chorume (% v/v); B — Fonte luminosa; C — Luminosidade.

Fonte: Proprio autor

Figura 75 - Grafico de efeitos da metodologia de Taguchi para as médias das variaveis

respostas.
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O ajuste que sugere a maximizagcao da variavel resposta do percentual de
carboidratos (% m/m) segue a seguinte combinacao de fatores: concentragao de

chorume em nivel baixo (5% v/v), fonte luminosa em nivel alto (ldAmpada tubular de
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LED) e luminosidade em nivel alto (4000 lux). Essa condicdo experimental

corresponde ao experimento numero 2 da matriz L4 de Taguchi.

Tabela 38 - ANOVA para as médias das variaveis resposta.

Fonte SQ GL QM F P
Variavel resposta: Rendimento massico
A 0,0055 1 0,0055 19,6832 0,0144
B 0,0171 1 0,0171 30,0849 0,0006
C 0,0988 1 0,0988 173,8632 0

Residual 0,004547 8 0,000568

Variavel resposta: Carboidratos
A 22,6875 1 22,6875 565,1858 0
B 4,662533 1 4,662533 116,152 0,000005
C 20,96163 1 20,96163 522,1914 0
Residual 0,321133 8 0,040142

Variavel resposta: Ficocianina
A 0,052813 1 0,052813 0,056096 0,824411

B 0,667013 1 0,667013 0,708486 0,447327
C 3,341113 1 3,341113 3,548854 0,132691
Residual 3,76585 4 0,941463

Variavel resposta: BC

A 7,8408 1 7,8408 0,914526 0,393071

B 0,17405 1 0,17405 0,020301 0,893589

C 1,36125 1 1,36125 0,158772 0,710644
Residual 34,2945 4 8,573625

GL — Graus de liberdade; SQ — Soma Quadratica; SMQ - Soma Média Quadratica; F — Teste F; P — Valor-p.

Fonte: Proprio autor

Para o percentual de ficocianina (% m/m), o ajuste que sugere a

maximizacdo segue a seguinte combinacdo de fatores: indiferente para a

concentragao de chorume - aconselha-se o nivel alto de concentragdo de chorume

(10% v/v) a fim de consumir em maior quantidade o lixiviado -, fonte luminosa em

nivel alto (lampada tubular de LED) e luminosidade em nivel baixo (1000 lux).

Corresponde ao experimento numero 4 da matriz L4 de Taguchi.

Por fim, o ajuste que sugere a maximizagdo da variavel resposta de

percentual em BC (% m/m) segue a combinacao de fatores: concentracado de

chorume em nivel baixo (5% v/v) e indiferentes para fonte luminosa e luminosidade.
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APENDICE B - Espectros de RMN'H do processo de TE heterogénea do

o0leo de macauba utilizando o catalisador de BC.

Figura 76 - Espectros de RMN'H -TE heterogénea do 6leo de macatba.
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Figura 76 - Espectros de RMN'H -TE heterogénea do 6leo de macatiba.
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APENDICE C - Espectros de RMN'H do processo de TEIS heterogénea da
biomassa umida de B. braunii utilizando o catalisador de BC.

Figura 77 - Espectros de RMN'H - TEIS heterogénea da biomassa Gimida de B. braunii.
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(continuagéao)

Figura 77 — Espectros de RMN'H - TEIS heterogénea da biomassa umida de B. braunii.
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