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RESUMO - O objetivo do trabalho foi estabelecer o balanco de 4gua do biodiesel 3G produzido a partir do cultivo
heterotréfico de Phormidium autumnale. O estudo centrou-se na otimizacdo dos pardmetros do processo e na
avaliacdo da pegada de agua azul e verde em diversos cenarios baseados em microalgas. Os resultados
demostraram uma maior producéo de biomassa (6,17 m®kg) e lipideos (1,23 m®/kg) no cenario C40. Por outro
lado, uma menor pegada de agua foi alcangada no cenario C20 com uma pegada de agua de 14,19 m3/kg e 3,95x

10" m%/kg para a pegada de agua verde e azul, respectivamente.

Palavras-chave: microalgas; biodiesel (3G); cultivo heterotrofico.
1 INTRODUCAO

A expansdo esperada no setor de bioenergia no mundo vem ao encontro do desenvolvimento sustentavel.
No entanto, a producgdo de biocombustiveis é uma preocupagéo crescente na sociedade moderna, em parte devido
a producédo da biomassa enérgica e suas relagdes com a escassez de recursos hidricos. Assim, a avaliagdo do uso
da &gua no ciclo de vida de produtos e servigos torna-se uma ferramenta importante de gestdo, principalmente
quando relacionada ao processo de producdo de biocombustiveis (MULLER, 2012).

A producdo de combustiveis fosseis a partir de microalgas ganhou atencdo significativa ao longo das
Gltimas décadas. Muitas espécies de microalgas apresentam alto potencial devido ao seu rapido crescimento celular
e por possuirem alto teor de lipideos que apds esterificados sdo adequados para a producdo de biodiesel, em
comparacdo com biomassa terrestre (LOOR et al., 2016).

Esses recursos permitem que as microalgas apresentem diversas vantagens sobre culturas oleaginosas
convencionais como o milho, soja e girassol, como alta produtividade lipidica, capacidade de duplicacdo da
concentragdo celular em 24h e a ndo competividade por terras araveis (RASHID, et al. 2014). No entanto, a
producdo de biocombustivel & base de microalgas ainda ndo é economicamente competitiva com as fontes de
combustiveis fosseis tradicionais, devido as altas demandas de agua exigidas nos sistemas de cultivo.

O balanco de &gua é classificado em trés principais tipos de pegada de agua: a verde, azul e cinza. A

pegada de &gua verde esta relacionada a 4gua que € adicionada ao produto durante o processo de produgdo do
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biodiesel, ja a pegada de agua azul relaciona-se com as aguas superficiais ou subterraneas que evaporam

ou séo
agregadas ao produto final. Por outro lado, a pegada de agua cinza esta relacionada ao volume de agua necessario
para diminuir a poluicdo gerada durante o processo produtivo que serd jogada para a bacia. As microalgas
apresentam grande vantagem em relacdo a pegada de dgua cinza, uma vez que esses micro-organismos tém a
capacidade de remover a carga de poluente do efluente que seré lancada na bacia hidrografica (DEPRA, 2018).
Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi estabelecer a balango de 4gua do biodiesel 3G produzido a partir
do cultivo heterotréfico de Phormidium autumnale. O estudo centrou-se na otimizagao dos parametros do processo

e na avaliagdo da pegada de agua azul e verde em diversos cenarios baseados em microalgas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Definic&o de meta e escopo

Os dados experimentais foram obtidos a partir de experimentos realizados em laboratério, onde foram
selecionados 0s requisitos necessarios para o0 processo e para o inventario. Posteriormente, os dados foram
normalizados para uma unidade funcional de 1 kg de biodiesel.

Como a industria de biocombustiveis de microalgas ainda € um processo recente, faltam dados sobre a
producdo de microalgas em grande escala. No presente estudo, foram utilizadas observacGes laboratoriais
combinadas com dados publicados de processos industriais conhecidos (PRAGYA et al, 2016; XU et al, 2011;
ADESANYA et al, 2014).

2.2 Cultivo e colheita de biomassa de microalgas

As culturas de Phormidium autumnale foram originalmente isoladas do deserto de Cuatro Cienegas
(26°59'N, 102°03'W-México). As culturas de estoque foram propagadas e mantidas em agar-agar solidificado (20
g/L) contendo meio BG11 sintético (RIPPKA et al, 1979). As condi¢Bes de incubagdo utilizadas foram a
temperatura de 25°C, uma densidade de fluxo de fétons de 15 pmol/m?/s e um fotoperiodo de 12:12 h (luz: escuro).
Para obter os inéculos na forma liquida, utilizou-se 1 mL de meio sintético estéril onde ficaram inclinados, as
coldnias foram raspadas e depois homogeneizadas com a ajuda de tubos misturadores. Todo o procedimento foi
realizado de forma asséptica.

2.3 Descricéo do processo

Os experimentos foram realizados em um biorreator, alimentado com 2,0 L de meio de cultura. As
condi¢Bes experimentais foram as seguintes: concentragdo inicial de inéculo de 100 mg/L, temperatura de 30°C,
pH ajustado para 7,6, aeracdo de 1 VVM (volume de ar por volume de cultura por minuto) e auséncia de luz. O
meio de cultura consistiu em meio sintético BG11 modificado e suplementado com diferentes concentragdes de
sacarose para obter relagdes carbono/nitrogénio de 20 (C20), 30 (C30), 35 (C35), 40 (C40), 50 (50), 60 (C60), 70

(C70) e 80 (C80). A concentracdo de sacarose foi ajustada estequiometricamente de acordo com a metodologia
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proposta por Francisco et al, 2015.

As amostragens foram realizadas de forma asséptica a cada 24 horas durante a fase de crescimento do micro-
organismo. A dindmica do pH para o cultivo em biorreator, foi determinada por potencidmetro e a concentracdo celular
através de gravimetria por meio da filtracdo de um volume conhecido em filtro 0,45um de diametro. A concentracéo
celular e a quantidade de lipideos foram determinadas através de gravimetria.

Para a extracdo de lipideos totais da biomassa, foi utilizado o método de Bligh e Dyer (1959) modificado,
levando-se em conta as proporcoes entre os solventes metanol, cloroférmio e agua destilada (2:1:0.8). A quantidade de
lipideos foi determinada por gravimetria a partir do extrato total de cloroférmio, evaporando-se o solvente em atmosfera
de nitrogénio e posteriormente seco em estufa e submetido a peso constante.

A saponificacdo (metilacdo) foi realizada através de proporcdes entre metanol, &cido cloridrico e cloroférmio
(10:1:1), sequida da esterificacdo do extrato lipidico, a partir da reacéo entre o hexano e o cloroférmio (4:1), através do
método de Hartman e Lago (1976) modificado. A analise qualitativa e quantitativa do biodiesel foi realizada por

cromatografia gasosa (CG) utilizando-se o cromatdgrafo Varian 3400CX (Varian, Palo Alto, CA, EUA).

2.4. Pegada de 4gua

A pegada de agua (WF) foi determinada pela soma da &gua utilizada no sistema durante todas as etapas

do processo de biodiesel de microalgas, expressa em m3/kg de biodiesel.

2.4.1.1. Pegada de agua azul

A pegada de agua azul refere-se a quantidade de agua incorporada no produto. Foi determinado pela taxa
de evaporacdo de acordo com a Eq. (1):

WHFazul = evaporacéo da 4gua azul + incorporacdo + fluxo de retorno Q)

2.4.2.2. Pegada de agua verde

A pegada de agua verde refere-se ao volume de dgua consumida no processo de producdo, mais a dgua
incorporada no cultivo de acordo com a Eq. (2):
WHFverde = evaporacao da dgua verde + incorporagéo + fluxo de retorno 2
Neste estudo, a pegada de agua associada ao processo de cultura é causada pela evaporacao, portanto, ndo
sera considerada a pegada de &gua cinza, uma vez que as microalgas tém a capacidade de remog¢do da carga de
poluicdo do efluente que serd lancada na bacia hidrogréfica, portanto, serd considerado apenas a pegada de agua

verde e azul.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Balango de agua
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O balanco da agua do processo para a obtencao do biodiesel inclui todas as entradas e saidas de égUa ao
longo de toda a cadeia produtiva. Nesse sentido, foram calculadas a pegada de agua verde e azul, de todo o processo
de producéo de biodiesel a partir da microalga Phormidium autumnale e os resultados estdo resumidos na Tabela

Tabela |
Producéo de biomassa, lipideos e balango de agua da producéo de biodiesel a partir de microalgas.
Cenarios  Biomassa Oléo Verde WF Azul WF Total WF
(Kg/m?) (Kg/m?) m3/kg de m3/kg de m3/kg de
biodiesel biodiesel biodiesel
C20 2,7°+0,03  0,54°+0,01 14,192#0,01  3,95x10°°+0,01  14,19%0,01
C30 5,26°+0,03  1,05°+0,01 21,28°+0,01  7,68x10°°+0,01  21,28"+0,01
C35 5,6°¢0,03  1,12°40,01 24,82°40,02  8,19x10°°+0,01 24,82°+0,01
C40 6,179+0,03  1,23%+0,01 28,38+0,01 9x10°°+0,01 28,38%+0,01
C50 5,33°+0,03  1,06°+0,02 35,48°+0,01  7,75x10°°+0,01  35,48°+0,01
C60 2,9°£0,03  0,58%+0,01 42,57'+0,01  4,24x10°%0,01  42,577+0,01
C70 1,9+0,03  0,389+0,02 49,689+0,01  2,7x10°9+0,01 49,689 +0,01
C80 1,689+0,03  0,33"+0,01 56,28"+0,01  2,41x10°9+0,01  56,28"+0,01

Dentro da mesma coluna, letras iguais ndo apresentam diferenca (p <0,05) pelo teste de Tukey.

O melhor desempenho do processo foi evidenciado entre os cendrios C30-C50, com produgdo maxima
de biomassa e lipideos no cenario C40. Nessa condicdo, a producdo média de biomassa foi de 6,17 kg/m3
resultando em uma producdo de lipideos de 1,23 kg/md3. Estes resultados mostram que no metabolismo
heterotrofico a produgdo de lipideos intracelulares pela microalga Phormidium autumnale é criticamente afetado
pela relagdo carbono/nitrogénio no meio de cultura.

A pegada de agua azul representa os requisitos de dgua que foram incorporadas durante o processo de
producdo de biodiesel. O WF azul varia entre 0s cenarios; 0 menor consumo de agua azul € representado pelo
cenario C80, C70 e C20, com 2,41x10° m3¥/kg; 2,7x10° m¥/kg e 3,95x10°° m%/kg, respectivamente. Além disso,
para a pegada de agua verde, 0s cenarios que demonstraram que 0 menor consumo de agua sao representados nos
cendrios C20 (14,19 m®/kg), C30 (21,28 m%kg), C35 (24,82 m?/kg) seguido de C40 (28,38 m®/kg). De acordo com
Handler et al. 2012, uma vez que os biorreatores heterotréficos sdo sistemas fechados, eles sé necessitam do
volume necessario para o cultivo da biomassa. Este volume é em média 0,00075 m3/kg, que se refere a quantidade
de agua utilizada pela biomassa para o metabolismo, o que justifica o baixo consumo de dgua em todos 0s
processos.

Em contraste, 0 WF total é a soma de WFs azul e verde, e é representado pelo o equilibrio entre elas. Em
todos os cenarios, as pegadas totais de dgua aumentam com o aumento da concentracdo de sacarose utilizada
durante o processo, como o esperado. O cenario que apresentou 0 menor consumo de agua foi o C20 (3,95x10°
m/kg), seguido de C30, C35 e C40.



e

A SIMPOSIO DE  »10e11demaiode2018
U F ALIMENTOS p Centro de Eventos '

' Universidade v Refinarias de Alimentos da UPF - Campus |

_de Passo Fundo IndUstrias Sustentaveis

!

A fim de se obter a viabilidade do processo, a pegada de agua do biodiesel de fﬁicroalgas foi oméfa
com a pegada de agua (WF) para a producéo de bioetanol. De acordo com Pereira et al. 2015, para o bioetanol, a
pegada total de 4gua produzida a partir de cana-de-agticar é de 7700 m%kg ou 4600 m®/kg de agua verde, 2500
m3/kg de dgua azul, considerando as necessidades de irrigacdo e 500 m®/kg de dgua cinza. Em contraste, o biodiesel
de microalgas tem uma menor pegada de agua em comparacgdo com o bioetanol, porque as microalgas ndo possuem
WF cinza, devido ao metabolismo heterotrdfico desses microrganismos ter capacidade de conversdo simultanea
dos poluentes presentes nas aguas residudrias.

Por outro lado, a pegada de agua do biodiesel a partir do 6leo de soja € muito maior do que a microalga,
porque exige quantidades relativamente grandes de irrigacdo em combinagdo com menores rendimentos de
biodiesel por unidade de cultivo (MEKONNEN et al., 2011). A pegada de agua para o biodiesel do 6leo de soja é
de cerca de 42x10-° m3/kg de agua por quilo de biodiesel produzindo, esse valor ¢ muito maior quando comparado

com o cendrio (C40 (28,38 m3/kg)) de maior consumo de dgua no estudo.

4 CONCLUSAO

O balanco de dgua biodiesel de terceira geracao produzido a partir do cultivo heterotrofico de Phormidium
autumnale demostraram uma maior producdo de biomassa (6,17 m®/kg) e lipideos (1,23 m®/kg) no cenario C40.
Por outro lado, uma menor pegada de dgua foi alcangada no cenario C20 com uma pegada de dgua de 14,19 mé/kg
e 3,95x10° m¥/kg para a pegada de agua verde e azul, respectivamente. Assim, o biodiesel produzido a partir do
cultivo heterotrofico da microalga Phormidium autumnale torna-se uma fonte alternativa competitiva, uma vez

que, usa menos agua para producdo de biodiesel em comparacdo com outras matérias-primas convencionais.
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