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PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE ORIGEM
MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS
CAMPO DA INVENCAO

A presente inveng&o frata de um processo para a produgéo de lipidios, 6leos, biodiesel

efou Oleo combustivel a partir de biomassa microbiana e algal oleaginosa utilizando como
substrato material amilaceo de batata-doce efou mandioca, bem como os residuos associados
aos seus processamentos. Os produtos obtidos da presente invengdo s&o adequados para
utilizagéo direta em motores e na geragdo de energia, ou vapor e na alimentagdo humana,
animal, produc¢do de cosmeéticos, entre outros.

HISTORICO DA INVENCAQ

A tematica dos biocombustiveis estd em pauta a nivel mundial. Cada vez mais o prego

da gasolina, diesel e derivados de petroleo tende a subir no mercado interno extermno. A cada ano
0 consumo aumenta e as reservas diminuem. Além do problema fisico, ha o problema politico: a
cada ameaga de guerra ou crise internacional, o prego do barril de petréleo dispara.

Dentro de uma projegéo, a demanda pelo uso do petréleo como matéria-prima para
combustiveis se tornara impraticavel e o seu declinio deveré acontecer em breve nas proximas
décadas. Assim, a pesquisa e o incentivo as fontes alternativas e renovaveis se faz presente.
Diante disso, é fato que a obten¢@o de biomassas microbianas efou algal oleaginosas como
fontes para produgao de biocombustiveis, como o biodiesel exercem um importante papel na
estratégia energética para um desenvolvimento sustentado. ‘

O biodiesel & um composto de mono-alquilésteres obtidos de &cidos graxos de cadeia
longa através da reagéo de transesterificagdo de triglicerideos de lipidios com metanol ou etanal.
Entre as muitas vantagens do biodiesel séo notaveis: seguridade para uso em todos os motores
diesel convencionais, pois oferece 0 mesmo desempenho e durabilidade do motor a diesel de
petroleo, é inflamavel, reduz as emissbes de gases de escape, a fumaga visivel, e gases nocivos
e odores. E melhor do que o combustivel diesel mineral, em termos do teor de enxofre, ponto de
fulgor, teor de hidrocarbonetos aromaticos e biodegradabilidade.

Para a utilizagao do biodiesel no lugar do diesel mineral, ndo é necessaria nenhuma
adaptacdo em caminhdes, tratores ou maquinas.

Microorganismos que acumulam grandes quantidades de lipidios s&o também
conhecidos como microorganismos oleaginosos. Sua fisiologia tem sido investigada e suas
potenciais aplicagbes industriais tém sido descritas em diversos trabalhos de cunho cientifico. A

maior parte do ¢6leo natural feita por oleaginosas esta na forma de triacilglicerois (TAG's).
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Triacilglicerol € composto por frés longas cadeias de acidos graxos ligados a uma de glicerol.
Algumas espécies de microrganismos, por exemplo, chegam a acumular mais de 50% do seu
peso corporal na forma de triacilglicerdis. Algumas cepas de leveduras, como Rhodosporidium
sp., Rhodotorula sp., Lipomyces sp., entre outras podem acumular lipidios intracelulares em até
70% do seu peso seco da biomassa. A maioria dos lipidios s&o triacilglicerdis (TAG's) contidos
nos &cidos graxos de cadeia longa comparaveis aos 6leos vegetais convencionais. Assim,
microrganismos representam uma fonte alternativa de biodiesel, que néo concorre com o
mercado existente de oleaginosas.

O biodiesel a partir de biomassa microbiana oleaginosa pode ser obtido em algumas
horas em um processo tecnoldgico integrado, controlado e previsivel. Por outro lado, o diesel do
petréleo € um combustivel ndo-renovavel, uma vez que o petrdleo leva milhdes de anos para se
formar. Apesar da produg@o mais rapida e independente de safra, os custos dos dleos
microbianos s&o ligeiramente mais elevados que os dos dleos vegetais. Entretanto, existem
métodos que permitem melhorar drasticamente os aspectos técnicos e econdmicos desses
processos. Em particular, a exploragdo do uso de residuos agroindustriais como matéria-prima.

Como matérias-primas para obtengédo de biomassa oleaginosa microbiana, destacam-se
entre diversas fontes de carbono simples e complexas. A glicose pode ser obtida a partir da
hidrolise de polimeros naturais como o amido efou celulose. Em especial, podem ser potenciais
fontes de matérias primas, a mandioca e a batata-doce. ,

Um dos aspectos positivos do uso destas culturas na produgéo de biodiesel microbiano
seria a possibilidade do cultivo consorciado de mandioca e batata-doce sem prejuizos na
produgédo de ambas as culturas, fato que poderia incrementar a produtividade de amido por
hectare.

Em concorréncia com esta fonte de aglcares para processos de aplicagdo
biotecnologica figura a cana-de-agucar e seus derivados caracterizando uma monocultura. Este
regime cultivar traz desvantagens ambientais porque exaure o solo com o tempo e reduz a
biodiversidade. As desvantagens sociais ocorrem porque reduz o uso da méo-de-obra no campo
e as populagdes rurais. Ainda, no tocante a monocultura da cana de aglcar ha desvantagens
econdmicas, pois apresenta enormes riscos, ja que uma Unica doenga ou praga ou a queda do
preco do produto no mercado podem por a perder toda a cadeia produtiva regional.

A recuperagdo de ecossistemas degradados vem recebendo importancia crescente
diante do quadro cada vez mais dréastico de crise ambiental e diminuicdo da qualidade de vida

das populagdes humanas e naturais. O cultivo sustentavel de mandioca e batata-doce constitui
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potencial aplicagdo de resultados positivos em areas degradadas. Pelo fato de um tubérculo se
adaptar muito bem a areas empobrecidas, a utilizagéo destas variedades para recompor &reas
degradadas deve ser considerada.

A mandioca € uma raiz originaria do Brasil cultivada principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde, dependendo da regido na qual ¢ cultivada, serve para diferentes fins.

Na Africa & uma cultura de subsisténcia, econdmica na Asia e cultural no Brasil. A
mandioca apresenta em sua composigéo teor médio de amido em comparagdo com outras
tuberosas amilaceas, mas por seus baixos teores de matérias-graxas, proteinas e pectinas, é
ideal para extragdo do amido. A mandioca in natura contém entre 25 e 35% de amido em sua
constituigéo. Este cultivar apresenta uma série de vantagens em relagéo a outros cultivos, como:
facil propagagéo, elevada tolerancia a longas estiagens, baixo investimento em maquinrio para
plantio e facil adaptagéo a climas tropicais.

A cadeia produtiva da mandioca pode gerar melhores condices de socioecondmicas
para pequenos produtores, através da melhoria de emprego e renda em paises como o Brasil
(onde existem mais de 80 unidades produtivas industriais), assim como em demais paises da
América Latina, Africa e Asia. Durante a extragdo do amido da mandioca, volumes expressivos
de residuos solidos e liquidos sdo gerados. Para cada tonelada de amido extraida,
aproximadamente 928 kg de bagago de mandioca sdo produzidos. Tecnologias tém sido
desenvolvidas visando reduzir impacto ambiental causado por esses residuos. O bagago de
mandioca pode ser considerado como a frago restante do processamento da mandioca que
apresenta em sua composigdo alto teor de amido. O bagago de mandioca € constituido, em
média, por 75% de amido, em base seca.

A manipueira ¢ a agua de constituigéo da raiz ou suco celular, misturada as aguas de
lavagem das raizes, que é gerada no momento da prensagem da massa ralada para a
fabricagdo da farinha de mesa ou extrac2o da fécula. Em média, um tergo de toda a producéo de
raizes de mandioca, quando processada, converte-se em manipueira, que comumente é
despejada no meio ambiente, nos arredores das fecularias. Os problemas ambientais, causados
pela disposicdo inadequada deste residuo, decorrem basicamente do alto valor de sua DBO
(demanda bioquimica de oxigénio) e DQO (demanda quimica de oxigénio) associado ao grande
volume produzido.

A batata-doce é uma planta de elevado valor econdmico e alimenticio, sendo uma das
fontes de seguranga alimentar para inimeras populagdes, principalmente daquelas situadas em

regides pobres. Trata-se de uma cultura ristica e adaptada as condi¢des tropicais e subtropicais
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e com grande potencial para o desenvolvimento tecnolégico, sendo originaria das regiées
tropicais da América Central e do Sul. Em sua composigéo apresenta um teor de amido de
aproximadamente 20%. Ainda naturalmente possui aproximadamente 3% de agucares
fermentesciveis, sendo potencial fonte de carbono para a produgéo de biomassa microbiana
oleaginosa.

A presente invengdo gera possibilidades no incentivo de recursos para que as
organizagdes de agricultores familiares organizados em cooperativas, associagées,
agroindustrias, condominios e consorcios, caracterizados como familiares sejam beneficiadas
com o cultivo de mandioca e batata-doce.

A partir destes conhecimentos, a produgdo de biomassa microbiana rica em lipidios
surge como uma alternativa tecnoldgica inovadora frente as fontes de origem vegetal e/ou
animal. Os é&cidos graxos produzidos a partir desse processo tecnologico podem ser utilizados
na produgéo de energia e outros fins.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

O objetivo da presente invengéo & propor um processo integrado que utiliza matérias-

primas ricas em material amilaceo, preferencialmente a mandioca e batata-doce, e os residuos
associados ao seu processamento, para a produgéo de 6leo microbiano e algal utilizado, por
exemplo, como matéria prima para a produgao de biodiesel e/ou dleo combustivel,

Os produtos biologicos objetos da presente patente de invengéo e lipidios de hiomassa
microbiana e algal ndo sfo agentes poluidores e s&o obtidos de fontes renovaveis,
compreendendo resfduos do processamento completo de mandioca, batata-doce, outros
tubérculos ricos em material amilaceo, efluentes da producéo de amido e farinha (manipueira
elou agua de prensagem), efluentes residuais de produgéo de biomassa microbiana, bem como
glicerol produzido a partir da transesterificagéo dos 6leos obtidos.

As figuras, em anexo, apresentam caracteristicas funcionais desse processo integrado
de produgéo de biodiesel efou dleo combustivel microbiano e algal de acordo com a presente
invengéo. As figuras descritas a seguir ilustram;

Figura 1: fluxograma global do processo integrado segundo presente invengao;

Figura 2: fluxograma de pré-tratamento e hidrolise do material amilaceo e celulosico
(bagago de mandioca e/ou batata doce);

Figura 3: fluxograma da etapa de produgao de biomassa microbiana oleaginosa;

Figura 4: fluxograma da unidade de produgéo de biomassa algal oleaginosa.
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Figura 5: perfil da cinética de parametros de obtencdo de biomassa microbiana
oleaginosa;

Figura 6: perfil da evolugdo da produgdo de biomassa oleaginosa algal e lipidios
utilizando caldo centrifugado proveniente da produgéo de biomassa microbiana oleaginosa.

Figura 7: processo de dowstreaming ou recuperagdo de lipidios acumulados nas
biomassas microbiana e algal;

Figura 8: fluxograma do processo de transesterificagéo de lipidios microbiano e algal.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

De acordo com a presente invengéo o processo integrado para produgéo de biodiesel

elou 6leo combustivel a partir de biomassa microbiana oleaginosa oriunda de matérias-primas
amilaceas preconiza etapas de obtengdo de aguicares fermentesciveis, produgao de biomassa
rica em lipidios, recuperagdo da parcela lipidica e transesterificacdo desta fragdo para a
obtengéo de biodiesel e/ou dleo combustivel.

O processo de acordo com a presente invengdo € descrifo a seguir por meio da
seqiiéncia operacional de processamento das matérias primas amilaceas para a produgéo de
oleo combustivel efou biodiesel. As etapas do processo de invengao compreendem:;

Primeira etapa - Etapa de preparo e hidrolise do material amilaceo e fibroso

A presente invengdo contempla o uso de fontes renovaveis de matéria-prima amilacea,
como tubérculos de mandioca e/ou batata-doce além da farinha, bagago de mandioca, cascas
elou raspas de mandioca efou batata doce, assim como outros residuos liquidos e/ou solidos
ricos em fibras e amido, obtidos durante processamento dessas matérias primas em fecularias.

Este amido, por ser um polimero, n&o e disponivel aos microrganismos (em particular
leveduras) diretamente e necessita de uma transformagdo a mono e dissacarideos
fermentesciveis, que podem ser realizados utilizando acidos inorganicos elou enzimas
(hidrolases) como catalisadores no processo de hidrolise. Esta etapa, ilustrada nas figuras 1 e 2
¢ imprescindivel para disponibilizar os aglUcares redutores requeridos ao crescimento
microbiano.

A glicose obtida por meio de hidrélise da fragdo amilacea dos materiais seré fonte de
carbono para produgéo de biomassa e actmulo de lipidios. A matéria-prima, desta forma,
necessita ser processada basicamente por um preparo que constitui a lavagem, descascamento,
moagem ou trituragdo fisica dos tubérculos para ser convertida por via quimica e/ou enzimatica a

acucares redutores simples.
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P 0,019%
Ca 0,013%
Mg 0,033%
DBO -

DQO 74750 mg L-1
Solidos totais 56900 mg L-1
Solidos sedimentaveis 150 mg L-1
pH 4,14

Fonte: Pinho (2007)

O processo integrado previsto pela presente patente preconiza a utilizag@o deste
possivel residuo liquido como componente na diluigo do material amilaceo na etapa de hidrélise
e/ou como meio de cultivo total ou parcial de microrganismos e microalgas oleaginosas.

Hidrolise do material amilaceo

A presente invengdo contempla a hidrélise dos biopolimeros constituinte dos granulos de
amido, quebra das ligagbes glicosidicas progressivamente, gerando cadeias mais curtas de
dextrina, maltose e glicose.

No processo de hidrélise, além de agua, hé necessidade de catalisadores quimicos ou
enziméticos capazes de quebrar ligagdes glicosidicas, além da temperatura. Para a
hidrélise/sacarificagéo do material amilaceo podem ser utilizados trés processos: somente &cido,
acido-enzimatico e somente enzimatico.

A hidrélise quimica pode ser realizada através do uso de &cido, diluido ou concentrado,
tais como acido sulftirico, acido cloridrico, acido fosforico e/ou outros acidos, com concentragdes
variando de 2 - 20%, temperaturas variando entre 25 — 150 °C, durante um periodo de reagéo
variando de alguns minutos a diversas horas, com ou sem sistemas de recuperagdo ou
neutralizagdo de acidos.

A hidrélise enzimética consiste em uma reagao bioldgica mediada por enzimas, em meio
aquoso, para a quebra das moléculas de amido em fragbes menores de glicose. No caso do
amido a hidrolise enzimética é empregada para produgéo de xarope de glicose, maltose e outros
aglcares de pesos moleculares variados. O processo de clivagem do amido em unidades
menores e fermentesciveis prevé a utilizago de dois processos em seqliéncia para que duas
enzimas distintas atuem como catalisadores. Em um primeiro momento, é utilizada enzima alfa-
amilase responsével pela liquefagdo do amido de mandioca efou batata. Para esta liquefagdo
inicial, pode ser realizada utilizado, por exemplo, a enzima Liquozyme Supra da Empresa
Novozymes efou outra com propriedades semelhantes. Essa enzima é uma alfa-amilase

termoestavel (EC 3.2.1.1) produzida a partir do Bacillus licheniformis com atividade aproximada
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de 90 KNU/g. 1 KNU ¢ definida como a concentragdo de enzima que pode hidrolisar 5,26 g de
amido solUvel por hora em pH 56 a 37 °C. Esta  alfa-amilase classificada como uma
endoenzima por catalisar especificamente e ao acaso a ruptura das ligagdes glicosidicas a (1,4)
do amido, no entanto, sem apresentar agéo sobre ligagdes a (1,6). A agéo desta enzima sobre o
amido reduz drasticamente a viscosidade do meio, sendo denominada uma enzima de
liquefagdo, que se destina a produgéo de maltodextrinas e assim, o produto final desta enzima
ainda n&o é essencialmente fermentescivel.

As a-amilases sintetizadas por Bacillus licheniformis estdo entre as mais resistentes
dentre todas as a-amilases conhecidas, por conseguinte, s&o classificadas como termoestaveis.

A presente patente prevé que apds este processo o material parcialmente hidrolisado &
submetido a agéo da enzima amiloglicosidase também conhecida como glicoamilase ou amilo-
1,6-glicosidase. Esta enzima & uma enzima sacarificante comumente produzida por cepas do
fungo Aspergillus niger, que hidrolisa completamente o amido em glicose a partir de uma
extremidade néo-redutora.

Esta enzima possui a capacidade de hidrolisar tanto ligagées a (1,4) quanto a (1,6) do
amido liquefeito e por este motivo é classificada como uma exoenzima. O resultado da
converséo enzimética do amido pela amiloglicosidase é a sua transformagéo total em glicose.

De acordo com a presente tecnologia, ainda existe a possibilidade de se utilizar acido
efou enzima em associag@o em etapas distintas. '

O amido ¢ hidrolisado numa primeira etapa com &cido inorganico, tais como acido
sulfurico, &cido cloridrico, acido fosforico efou outros é&cidos. A otimizagdo do processo
laboratorial determinou como condices ideais de hidrélise: acido cloridrico 1,0 mollL a 1,38
mol/L. para material seco a in natura, um tempo de 12 minutos e uma temperatura de 121°C. De
acordo com a presente patente de inveng&o outras condigbes poderéo ser utilizadas, tais como,
concentragdo de 4cido variando entre 0,2 a 10 mol/L, a temperatura de hidrolise pode variar
entre 25 e 150 °C, e 0 tempo de reagdo pode variar entre alguns minutos a diversas horas. Esta
etapa é chamada de sacarificagéo que, dependendo da natureza do &cido efou enzima, produz
maior ou menor proporgao de glicose, maltose ou dextrinas.

Para a hidrélise enziméatica uma quantidade em massa do material seco a in natura de
30% a 80% em relagéo a massa do liquido de suspenséo, tem seu pH ajustado para 5,0 a 8,5,
recebe uma quantidade de enzima alfa-amilase termoestavel equivalente a 0,2 a 4kgkg de
enzimaltonelada de material e a temperatura ajustada para uma temperatura que pode variar

entre 40 e 105 °C por um tempo que pode variar de 20 minutos a 5 horas hora sob agitagéo
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constante. Em seguida, o material tem sua temperatura ajustada para 25 a 70 °C, tem o seu pH
ajustado para 3,0 a 8,0 e recebe uma quantidade equivalente de enzima amiloglucosidase
equivalente a 0,2 a 2 kg de enzima/tonelada de material e o processo ocorre em 1 a 24 horas
sob agitagéo constante.

Este processo de converséo acido/enzima permite produzir aglcares fermentesciveis e
preconiza o uso das enzimas anteriormente descritas sob condigbes especificadas na presente
patente.

De acordo com a presente patente de inveng@o o caldo produzido rico em aguicares
fermentesciveis, em particular, glicose pode ser concentrado utilizando evaporadores e/ou outro
equipamento visando aumentar a concentragdo da fonte de carbono na solugéo.

Pré-Tratamento e Hidrélise do material fibroso

A fragéo fibrosa resultante da etapa de hidrélise do material amilaceo é essencialmente
composto, de acordo com HOLLOWAY et al. (Dietary fiber and other constituents of some
Tongan foods. Journal of Food Science, v. 50, p. 1756-1757, 1985) por pectina, hemicelulose,
celulose e lignina. A presente invengdo contempla a etapa de pré-tratamento e hidrolise do
material fibroso com a finalidade de geragdo de agucares fermentesciveis potenciais neste
material conforme ilustram as figuras 1 e 2.

Segundo a presente patente, o pré-tratamento do material fibroso deve fornecer
condigbes ofimizadas para a agdo enzimatica subsequente, aumentando a porosidade dos
fragmentos, reduzindo a cristalinidade do material, gerando aglicares fermentesciveis, evitando a
perda de carboidratos por condigfes severas de processo, bem como evitando compostos que
possam inibir a etapa de hidrolise efou de fermentagéo posterior a este processo.

Segundo a presente invencéo, os meios fisicos de pré-tratamento podem ser realizados
por trituragdo mecanica, com o uso de moinho de facas, moinho de bolas ou moinho de martelo,
por exemplo, para posteriormente encaminhar um material de menor granulometria, com
aproximadamente 0,1 a 0,8 mm de diametro e menos cristalino a um processo de tratamento
posterior fisico, quimico ou biologico. Segundo a presente invengdo, os tratamentos fisico-
quimicos que podem ser usados igualmente no presente processo integrado s@o exploséo a
vapor, explosao de fibra com amonia, e exploséo de CO.

Na explos&o a vapor o material fibroso de tubérculos é tratado com vapor saturado de
alta pressdo e em seguida € condicionado a uma queda brusca de pressdo. Este processo
normalmente ocorre em 100 - 300°C e 0,43-00,57 MPa, durante um periodo que pode variar de

alguns segundos até alguns minutos.
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O tratamento de explosdo de fibra com amonia ¢ realizado submetendo o material
fibroso de tubérculos & amdnia liquida em alta temperatura e sob elevada press&o, seguida de
queda abrupta de temperatura. Normalmente, este processo utiliza cerca de 1 a 2kg de amonia
liquida/ kg de material fibroso seco a uma temperatura de 60 a 120°C por um periodo de alguns
minutos a uma hora.

A explosao a CO; usa em torno de 2 a 5 kg de CO2/kg de material fibroso sob presséo
em torno de 5,00MPa por periodo que pode variar de alguns minutos a uma hora.

De acordo com a presente invengdo, podem ser realizadas isoladamente ou em
combinagdo com outras técnicas de pré-tratamentos com éacidos inorganicos como o HzSOq,
HCI, H3PO4 dentre outros, concentrados ou diluidos em concentragdes que podem variar de 0,1
mol/L até 5,0 mol/L em temperaturas que podem variar de 20 a 300°C durante um periodo que
pode variar de alguns minutos a algumas horas. Ainda, a presente inveng&o contempla o uso de
pré-tratamentos por via alcalina nas quais as condigfes de temperatura, concentragéo e tempo
de reago equivalem ao pré-tratamento acido utilizando-se de bases como hidréxido de sédio,
amonia entre outros.

De acordo com a presente invengdo, outra forma possivel de pre tratamento € a
exposicdo do material fibroso a peroxidos como H20; concentrado ou diluido em concentragdes
que podem variar de 1 a 6% em temperaturas entre 15 a 60°C em um periodo de 5 a 40 minutos.

Posteriormente, de acordo com a presente invengéo, pode ser realizado um processo
bioldgico catalizado por enzimas da classe hidrolases que preferencialmente séo celuloliticas
elou pectinoliticas no qual, o material residual do pré-tratamento é convertido a agUcares
fermentesciveis. Segundo a presente invengéo a hidrolise pode ser realizada com concentragbes
enzimaticas variando de 5 a 50 FPU/g de substrato em temperatura de 26 a 80°C, em pH que
pode compreender entre 3,5 a 8,0 durante um periodo de 12 a 120 horas.

Como resultado desta etapa, constatou-se um grande potencial para obtengéo de
agUcares fermentesciveis como a glicose e a xilose, além do aproveitamento de uma frag&o que
poderia ser um efluente solido do processo.

Cepas de microrganismos oleaginosos utilizados

Os microrganismos utilizados na presente patente de invengéo s&o, preferencialmente
leveduras do grupo seguinte: Candida curvata, Candida guilhermondii, Candida tropicalis,

Candida sp., Candida oleophila, Candida lipolitica, Criptococcus terricolus, Hansenula saturnus,

* Hansenula ciferri, Lipomyces starkei, Rhodotorula gracilis, Aspergillus fischeri, -Aspergillus

“fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus ochrceus, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus,
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Cladosporium fulvum, Cladosporium herbarum, Mucor miehei, Penicillium gladiololi, Penicillium
Jjavanicum, Penicillium lilacinum, Penicillium spinulosum, Penicillium ultimum, Criptococcus
albidus, Rhodotorula glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrella hygrophila, M. zychae, M.
elengata, M. parvispora, M. schumuckeri. M. alpina, Lipomyces lipofeer, Lipomyces tetrasporus,
Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia lipolitica, Trichosporon cutaneum e, numa
condigéo preferencial, Rhodosporidium toruléides.

Crescimento de R. foruldides em Diferentes Meios

O presente experimento teve por objetivo avaliar assimilagéo das fontes de carbono
obtidas dos hidrolisados de mandioca efou outros tubérculos como a batata doce, bem como
estabelecer uma composicéo ideal em sais minerais e da fonte de nitrogénio visando maior
produtividade em biomassa e lipidios. Tubérculos ricos em amido tém composicé@o bastante
variavel, pois dependem de fatores agricolas e industriais, tais como a variedade, o grau de
maturagéo e as condigdes climaticas, dentre outras. Os principais componentes de um tubérculo
sdo: agua, carboidratos e fibras. O material, mandioca, foi obtido no comércio local e sua
composicao apresenta 35% de amido. A presente invengdo contempla o uso de material rico em
amido, podendo estar seco, na forma de farinha elou peletizada, na forma in natura
apresentando umidade original, bem como residuos liquidos (manipueira e agua de prensagem)
efou sélido, na forma de bagago, farelo, raspas,cascas, com umidades variaveis.

Preparo do Indculo

Para o preparo do indculo, a cepa R. toruldides OF foi descongelada, repicada em meio
YM (Yeast Medium) sélido, e submetida ao crescimento em estufa a cerca de 30 °C durante 4
dias. Foi transferida em camara de fluxo laminar para frascos Erlenmeyer de 1000 mL, contendo
300 mL do meio liquido YM estéril. Esses frascos foram transferidos para uma incubadora de
movimento rotatorio da TECNAL TE 421, em cerca de 30°C, 120 rpm por um periodo de 72
horas. O meio liquido YM é composto por glicose (10 g/L), peptona (5,0g/L), extrato de levedura
(3,0 g/L), extrato de malte (3,0 g/L) e pH 5,0.

Triagem do meio de cultivo

Para otimizagdo do meio de produgdo de biomassa microbiana rica em lipidios, foi
empregado método estatistico de triagem Plackett Burman ja referenciado em literatura por Li et
al.(Optimization of culture conditions for production of yeast biomass using bamboo wastewater
by response surface methodology. Bioresource Technology. v. 100, p. 3613-3617, 2009). Esta
otimizagéo dos componentes do meio fermentativo ¢ feita para maximizar produgéo de biomassa

microbiana rica em lipidios. Aos hidrolisados de mandioca rico em glicose foram adicionados os
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seguintes sais minerais: MgSQ4 * 7H20, CaCly, KHaPO4, ZnSO4, FeSO4+ 7H20 em diferentes
concentragdes. Como fontes de nitrogénio foram testadas: uréia, extrato de levedura, sulfato de
amonio. Foram realizados 12 experimentos em frascos erlenmeyer com pH inicial de 5,5,
temperatura de 30°C e agitagdo de 120rpm em incubadora de movimento rotatorio da TECNAL
TE 421, durante 120 horas como descritos nas Tabelas 2 e 3. Em cada batelada, anélises de
biomassa e teor de lipidios foram realizadas a cada 24h. Um volume conhecido do mosto
fermentado foi centrifugado a 5000 rpm, a frag&o liquida é submetida a analise dos aglcares
redutores em glicose utilizando método do 3,5 acido dinitrossalicilico (DNS). A biomassa
microbiana foi lavada com &gua destilada e seca em estufa a temperatura de 100°C por 24
horas. A biomassa seca foi macerada com graal e pistilo, e a extragdo de lipidios realizada
seguindo a metodologia descrita por FOLCH, J., LESS, M., STANLEY, S. (A simple method for
the isolation and purification of total lipids from animal tissues. J. Biological. Chemistry, v. 226, p.
497-509, 1957).0s resultados foram analisados com o programa STATISTICA vers&o 5.0 da
Statsoft®,

Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental de triagem Plackett-Burmann:

Experimento Fatores

A B C D E F G H | J K
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
5 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1
10 1 1 1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tabela 3 - Matriz dos fatores, componentes e niveis do planejamento experimental de

triagem Plackett-Burmann:

Fatores Componente K Nivel 1
A KH2POq4 0 1,5g/L
B MgSQq+ 7H20 0 1,5g/L
C FeSO4+ 7H.0 0 0,1g/L
D CaCly 0 0,5¢g/L
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E ZnS04 0 0,01g/L
F Uréia 0 0,5¢g/L
G Extrato de levedura 0 1,5g/L
H Sulfato de Amdnia 0 1,0g/L
| Glicose 40g/L 100g/L
J - 0 0

K - 0 0

Obs: fatores J e K s&o neutros e citados apenas para fechar o planejamento.
Apos analise estatistica, a partir dos resultados na Tabela 4 € possivel dizer com 95% de
confianga que as variaveis A, B, D, F e G influenciam positivamente na produgéo de biomassa.

Tabela 4- Matriz dos resultados obtidos do planejamento experimental de triagem

Plackett-Burmann:

. Biomassa Lipidios Consumo , Renc}irpgnto
Experimento (/L) (%) de glicose (%) pH final de 233;3103
( 9,64 24,97 10,85 4,5 2,41
2 9,10 24,52 14,18 4,16 2,06
3 7,41 36,39 20,26 5,01 219
4 9,35 26,54 32,45 5,12 2,36
5 9,75 36,08 49,33 519 3,51
6 8,98 20,68 45,46 4,15 1,86
7 10,94 20,57 18,05 4,35 2,25
8 8,78 15,8 25,52 4,14 1,42
9 8,85 30,31 45,73 4,25 2,68
10 9,79 20,44 15,83 4,79 1,97
11 10,00 25,99 37,16 4,52 2,59
12 7,05 39,55 43,25 4,85 2,86

A porcentagem de lipidios estd relacionada estatisticamente com quantidade de
biomassa formada (p> 0,05). A mesma situagdo ocorre na avaliagdo do acumulo de lipidios.
Neste caso, a avaliagdo de Plackett-Burman mostra que as variaveis A, B, D e G s&o os fatores
que influenciam o resultado positivamente.

O extrato de levedura se mostrou ser uma fonte de nitrogénio ideal, através deste
planejamento, no entanto, a uréia € uma fonte de nitrogénio que pode ser utilizada igualmente na
produgéo da biomassa microbiana, sem perdas importantes em seu rendimento. Desta forma, as
proximas etapas de otimizagéo foram conduzidas utilizando uréia como fonte de nitrogénio,
como forma de reduzir custos do processo. Entretanto, outras fontes de nitrogénio poder&o ser
utilizadas na produgéo de biomassa microbiana rica em lipidios na produgao de 6leo combustivel

elou biodiesel a partir matérias primas amilaceas, e seus residuos (liquidos ou sdlidos).
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Estabelecimento do meio de cultura de baixo custo para producéo de biomassa

microbiana rica em lipidios

A selecdo e ofimizagdo de um meio de cultivo de baixo custo para produgéo de
biomassa microbiana rica em lipidios foi realizada utilizando técnica do “Planejamento fatorial
composto central” com triplicata no ponto central, conforme condigées descritas nas Tabelas 5 e
6. Foram realizados 27 experimentos, sendo triplicata no ponto central em frascos erlenmeyer de
500 mL com pH inicial de 5,5, temperatura de 30°C e agitagdo de 120rpm em incubadora de
movimento rotatério da TECNAL TE 421, durante 120 horas. Os métodos de analise foram
efetuados da seguinte forma: um volume conhecido do mosto fermentado foi centrifugado a 5000
rpm, a fragéo liquida foi submetida & analise de aglcares redutores baseados no método 3,5
acido dinitrossalicilico (DNS). A frag&o restante foi mantida em estufa de secagem por 24 horas a
uma temperatura de 100°C, sua massa foi determinada como biomassa produzida em peso
seco. A biomassa seca foi macerada com graal e pistilo, e a extragdo de lipidios realizada
seguindo método de Folch (1957) onde sé&o utilizados metanol e cloroférmio como solventes em
um extrator do tipo Soxhlet. Os resultados foram analisados com o programa STATISTICA
versdo 5.0 da Statsoft®.

Tabela 5: Matriz do "Planejamento fatorial composto central” com triplicata no ponto

central para otimizacéo de um meio de cultivo.

Experimento A B C D
1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1 1
3 -1 -1 1 -1
4 -1 -1 1 1
5 -1 1 -1 -1
6 -1 1 -1 1
7 1 1 1 -1
8 1 1 1 1
9 1 -1 -1 -1
10 1 -1 -1 1
11 1 -1 1 -1
12 1 -1 1 1
13 1 1 -1 -1
14 1 1 -1 1
15 1 1 1 -1
16 1 1 1 1
17 -2 0 0 0
18 2 0 0 0
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19 0 2 0 0
20 0 2 0 0
21 0 0 2 0
22 0 0 7 0
23 0 0 0 2
24 0 0 0 2
25 (C) 0 0 0 0
26 (C) 0 0 0 0
27 (C) 0 0 0 0

Tabela 6 - Matriz dos fatores, componentes e niveis do “Planejamento fatorial composto

central” com triplicata no ponto central para otimizacdo de um meio de cultivo:

Nivel;
Fator, ) % 0 v w
KH2PO4 (g/L) 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25
MgSQqe 7H,0 0,15 0,30 0,45 0,60 0,75
(/L)
CaCla (g/L) 0,15 0,30 0,45 0,60 0,75
Uréia (g/L) 1,27 1,71 2,15 2,59 3,43

A tabela 7 contempla os resultados obtidos apos a realizag8o dos experimentos.

Tabela 7- Matriz dos resultados obtidos do “Planejamento fatorial composto central’ com

triplicata no ponto central para otimizacdo de um meio de cultivo

Expefimento Biomassa % Lipidios Conversao de Rendimento em
g/lL agucares. (%) lipidios (g/L)
1 9,65 34,24 23,27 3,30
2 9,98 26,16 38,67 2,61
3 11,97 20,15 37,71 2,41
4 9,87 30,63 45,55 3,02
5 9,71 28,32 35,37 2,74
6 10,10 30,01 24,65 3,03
7 9,96 34,21 25,33 3,38
8 10,20 33,57 37,02 3,42
9 10,03 31,83 26,71 3,19
10 10,45 30,14 21,08 3,15
11 11,17 25,06 38,40 2,80
12 10,34 21,45 15,02 2,22
13 11,12 14,28 26,03 1,59
14 9,29 19,45 13,92 1,80
15 11,28 14,99 9,93 1,69
16 9,99 15,67 15,71 1,57
17 10,67 23,28 20,11 2,48
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18 10,68 21,54 33,31 2,30
19 11,46 23,70 24,37 2,71
20 10,11 21,45 14,61 : 2,17
21 9,50 23,12 34,27 2,20
22 10,28 19,14 14,61 1,97
23 10,03 20,00 35,23 2,06
24 10,09 19,46 34,27 1,96
25 10,56 24,78 42,93 2,61
26 10,65 25,01 42,15 2,66
27 10,49 23,15 42,91 2,42

Desta forma, apos andlise estatistica, foi possivel determinar composicéo de um meio de
cultivo para produgéo biomassa microbiana oleaginosa, conforme descrito a seguir: KH2POq
(0,50 g/L), MgSO4+ 7H20 (0,30 g/L), CaClz (0,30 gl/L), uréia (1,77 g/L), Hidrolisado de Mandioca
contendo Glicose na concentragdo de 75 a 80 g/L.

Sequnda etapa- Produco de biomassa microbiana oleaginosa em biorreator do tipo

batelada alimentada

O meio para inoculo do biorreator teve a composigéo idéntica semelhante ao utilizado
para produgdo de biomassa microbiana rica em lipidios em termos da concentragdo e
composicao dos sais minerais e fonte de nitrogénio. Foi utilizada uma concentragéo da fonte de
carbono de 40g/L glicose para o preparo de indculo em frascos erlenmeyer de 1,0 L contendo
um volume de 300 mL cada, pH inicial de 5,5, temperatura de 30°C e agitagéo de 120rpm em
incubadora de movimento rotatorio da TECNAL TE 421, durante 48 horas. O volume do inéculo
corresponde a 12,5 % do volume final de trabalho da batelada alimentada.

A produgéo de biomassa da levedura oleaginosa em biorreator, ilustrada na Figura 3, foi
conduzida durante 126 horas, em um equipamento da marca New Brunswick Scientific, modelo
Bioflo 110, volume total de 14 L, volume de trabalho de 10L, mddulo de controle de pH e de Oz
com sonda dOy Mettler Toledo InPro 6800 Series O, Sensors e sonda de pH Mettler Toledo 425
mm modelo 405 DPAS-SC-K85/425 e duas bombas peristélticas para adicéo de antiespumantes
e agua, agitador mecanico com velocidade entre 100 — 1200 rpm, eixo de agitagdo com duas
hélices de Rushton (6pas) de 74 mm, rotdmetro para controle de aeragéo range de 0 a 15L/min e
escala de 1 em 1. Os parametros da fermentagdo foram temperatura de 30°C, pH 5,6,
controlado pela adicdo de acido fosforico 5% efou hidréxido de sédio 3 normal, dO2 em 50%,
velocidade entre 100 — 1200 rpm, controle automatico conforme a saturagéo de oxigénio e

variagdo de 1 vvm (5-10min) conforme volume de meio.
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Nestas condigdes o microorganismo consome em poucas horas todo o aglcar disponivel
no meio de cultura. Apds exaustéo quase completa da fonte de nitrogénio, se busca fornecer as
células apenas uma solugdo rica em glicose de hidrolisado de mandioca de aproximadamente 8
°Brix ou 80 g/L de acucares fermentesciveis. Pulsos de alimentag&o de dessa solug&o de um
volume de 1 litro s&o adicionados ao meio durante o processo fermentativo, conforme mostra o
perfil cinético do processo descrito na Figura 5.

O perfil cinético da evolugéo de diferentes paré@metros durante produgéo de biomassa
microbiana € apresentados na tabela 8.

Tabela 8 - Perfil cinético da producéo de biomassa microbiana oleaginosa em biorreator.

Glicose Biomassa " Proq ggféo de
Tempo (horas) Lipidios (%) lipidios
(gl (o) o)

0 75 1,1 0 0

24 41,4 29,2 11,2 3,27
48 16,3 35,7 18,7 6,67
48,1 64,1 35,7 18,7 6,67
72 21,3 39,4 27,8 10,95
72,1 69,7 39,4 27,8 10,95
96 28,4 43,8 34,0 14,89
120 18,1 42,8 442 18,91
126 12,7 443 56,7 2512

Terceira etapa - Etapa de cultivo algal utilizando recursos do processo integrado

As microalgas, quando cultivadas em meios adequados, podem duplicar sua biomassa
em algumas horas. Tal caracteristica, aliada a simplicidade nas técnicas de cultivo e a um
metabolismo capaz de utilizar carbono inorganico, torna as microalgas um dos objetos de
interesse deste processo.

A presente invengdo trata de um processo para produgdo de o6leo combustivel ou
biodiesel, a partir do reaproveitamento do caldo centrifugado proveniente da produgédo de
biomassa microbiana oleaginosa (CBM) e pelo reaproveitamento do didxido de carbono (CO»)
gerado nesta fermentagdo. Além do uso do CBM como meio de cultivo para produgéo de
biomassa algal esta patente de invengdo prevé também o uso de residuos produzidos no
processamento de tubérculos ricos em material amilaceo, manipueira, 4gua de prensagem,
conforme ilustrado nas figuras 1 e 4. Esses residuos podem ser utilizados de forma isolada e/ou
em associagdo. A biomassa algal rica em lipidios é recuperada por centrifugagéo ou floculagéo,
podendo ser seca previamente ou ndo, sendo a mesma enviada para unidade de extragéo,

transesterificagdo e produgdo de biodiesel. Esse processo de invengdo permite redugdo
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significativa ou completa da carga poluente oriunda do caldo e CO; gerados na etapa de
produgdo de biomassa microbiana oleaginosa conforme demonstrado na figura 4., sendo esses
residuos utilizados na produgéo de biomassa algal oleaginosa, conforme descrito a seguir.

Adaptacio da microalga Chlorella vulgaris OF ao caldo oriundo do processo de

producéo de biomassa microbiana (CBM)

A microalga Chlorella vulgaris OF foi mantida em meio MBM, cuja descrigéo se encontra
na tabela 9, antes de ser inoculada no caldo CBM.

Tabela 9 —Descrico dos componentes do meio MBM e suas concentracoes .

Reagente Quantidade (g/L)
KNO3 0,25
CaCl, 0,01

MgSO4.7H20 0,075
KoHPO4 0,075
KH2PO4 0,175

NaCl 0,025
FeS04.7H,0 0,02
H.0
Solugéo A5 TmL

Foram realizados estudos da adaptac@o da microalga Chlorella vulgaris OF ao caldo
CBM proveniente da producéo da biomassa de levedura oleaginosa. Também ¢ possivel realizar
diferentes diluigbes do caldo fermentado com agua ou meio sintético, de forma a permitir uma
adaptacdo gradual da microalga a esse substrato. Esta adaptagéo foi realizada em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 150 mL de meio. Os frascos foram transferidos para uma
incubadora marca TECNAL, modelo TE-421, contendo fotoperiodo, temperatura e agitagéo
controladas.

Os cultivos foram incubados por um periodo de 17 dias, mantendo-se constantes os
seguintes parametros: temperatura 30 °C + 2 °C, agitag&o 110 rpm, 3500 Lux de intensidade de
iradiagdo luminosa por periodos de 12 horas alternados com 12 horas no escuro. Para
avaliagdo do crescimento de biomassa algal foram retiradas amostras nos dias 1, 3, 7, 12 e 17
de cultivo para anélise por peso seco. A biomassa algal formada foi filtrada & vacuo em papel

filtro de 50um e em seguida lavada com agua destilada e seca por 24 horas em estufa a 105°C
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até peso constante, os resultados expressam a média de 3 determinacbes como descrito na
tabela 10.

Preparo do Inoculo

De acordo com a presente invengéo, o preparo do inoculo para o cultivo da microalga
Chlorella vulgaris OF pode ser realizado em diferentes modelos de frascos de vidros e/ou outro
tipo de material transparente a luz. Esse processo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500
mL contendo 200 mL de caldo CBM ou uma mistura deste e agua. Os frascos contendo esse
meio de cultivo poder&o ser ou n&o esterilizados. No caso desse experimento n&o foi realizado o
processo de esterilizagdo, sendo o mesmo inoculado com 30 mL de uma cultura ativa de
microalga Chlorella vulgaris OF adaptada em meio contendo de caldo CBM e meio MBM, de
modo que a concentragéo inicial de biomassa algal atinja valores de no minimo a 0,20 g/L.
Processos similares poderdo ser realizados empregando concentragbes de biomassa algal
superiores efou inferiores a essa, utilizando adaptagéo prévia da microalga ao caldo CBM ,
manipueira ou agua de prensagem da farinha de mandioca bem como, suas misturas, porém o
objetivo é sempre se ter um indculo viavel e de boa qualidade para atender as necessidades da
etapa seguinte do cultivo algal em um meio de cultivo a base do caldo CBM. Os frascos séo
transferidos para incubadora marca TECNAL, modelo TE-421 e cultivados nas mesmas
condigbes descritas. A biomassa algal obtida foi empregada para inocular os fotobiorreatores nos
experimentos posteriores.

Cultivo de microalga Chlorella vufqarié OF em caldo CBM

A microalga Chlorella vulgaris OF foi cultivada em caldo CBM como unico meio de
cultivo para produgdo de biomassa algal rica em lipidios. Foram utilizados fotobiorreatores
tubulares com volume total de 2L.

Os fotobiorreatores foram preenchidos com 1,21 de caldo centrifugado proveniente da
producdo de levedura oleaginosa inoculados com 10% v/v de uma cultura ativa microalga
Chlorella vulgaris OF de forma que a concentragéo no inicio do cultivo esteja por volta de 0,2 g/l
de biomassa algal em cada fotobiorreator. A agitagdo e aeragdo dos fotobiorreatores foi
realizada pela inje¢éo continua de 1 v/iv/m (volume de gas por volume de meio por minuto) de ar
enriquecido com 5% de CO; através de caniculas de vidro com pedras porosas em sua
extremidade como forma de melhorar a difuséo dos gases no meio de cultura. Ar enriquecido
com até 40% de CO, pode ser utilizado.

Os experimentos foram conduzidos em uma sala climatizada com temperatura

controlada na faixa de 30 °C (22 °C) através de uso de um condicionador de ar split, Marca
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Consul Ambiense (12,000 BTU/h). Nessa sala foram instaladas duas estufas com foto-periodos
para controle de tempo ciclomatico digital marca Full Gauge modelo PROGS | com alimentagéo
direta de 220 VCA, contendo doze lampadas fluorescentes 20 Watts luz do dia, com dois
reatores eletronicos e uma tomada auxiliar de quatro pontos por prateleira, sistema de
funcionamento automatico e manual.

A iluminancia dos fotobiorreatores foi de 3500 lux (E/(m?*s) fornecida pelas lampadas
fluorescentes tipo luz do dia. Nesse experimento foi empregado foto-periodo de 12 horas,
alternados com 12 horas de ambiente escuro. O tempo de cultura foi de 16 dias para todos os
experimentos e diariamente agua destilada foi adicionada para manter o volume de meio perdido
por evaporac&o. A biomassa algal formada foi filtrada @ vacuo em papel filtro de 50 um, em
seguida lavada com agua destilada e seca por 24 horas em estufa a 105°C.

Os resultados apresentados na tabela 10 representam a média de trés determinagdes
para uma mesma condica@o experimental no cultivo da Chlorella vulgaris OF em caldo CBM em
fotobiorreator. A figura 6 ilustra o perfil da evolug&o de biomassa da Chiorella vulgaris OF em
caldo CBM.

Tabela 10 — Perfil da evolucdo da biomassa e % lipidios no cultivo de Chlorella vulgaris

OF em caldo proveniente da producéo da biomassa de levedura oleaginosa {(caldo CBM).

Biomassa Lipidios
Tempo (dias) (g/L) %
0 0,2 (£ 0,02) .-
3 0,35(x 0,03) 2,25 (+ 0,015)
7 0,59( 0,03) 5,28 (+0,022)
12 1,22( 0,02) 9,63 (£0,065)
17 1,52(+ 0,01) 14,00 (£0,19)

Com relagéo ao acumulo de lipidios, foi atingido um valor de 14% (% 0,19) conforme
demonstrado na tabela 10. Pelos resultados obtidos foi possivel evidenciar que o caldo CBM
puro se constitui em um substrato potencial para o cultivo da microalga Chlorella vulgaris.

Rendimentos superiores efou inferiores aos apresentados nesse experimento poderdo
ser alcangados, caso sejam utilizadas outras amostras contendo misturas do caldo CBM com
manipueira (M), agua de prensagem de mandioca (APM) e/ou suas misturas. Assim como pelo
emprego de residuos (M, APM) provenientes de diferentes fecularias localizadas em diversas
regides do pais. Variedades diferentes de mandioca, bem como quando do cultivo de outros
géneros e espécies de microalgas efou cianobactérias, assim como pelo emprego de diferentes

modelos de fotobiorreatores (abertos efou fechados; agitados ou n&o; iluminagéo natural efou
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artificialmente), assim como pelo cultivo em diferentes escalas de produgdo (laboratorio,
bancada, piloto ou industrial).
Anélise de fons presentes no caldo CBM antes e ap6s apos cultivo de microalga C.

vulgaris OF
A anélise de composigéo e concentragdo de fons do caldo centrifugado proveniente da

produgdo de levedura oleaginosa ion foram determinados em cromatografo 761 Compact IC 817
Bioscan.

Para a determinagdo de cations, foi utilizada a coluna METROSEP C3 250/4.0
(Metrohm), 250 mL x 4,0 mm ID. As condicOes de analise foram as seguintes: 3,5 mM HNO3, 1,0
mL/min, 40°C, volume de amostra: 20 uL e 11,2 MPa. Um cromatograma padréo foi preparado
com os seguintes sais; CaCly.2H;0, MgCla.6H20, KCI, NazS04, ZnS04.7H20 e NH4Cl. Todos o0s
reagentes utilizados foram de padr&o analitico (Sigma-Aldrich). Para a determinag&o de anions,
foi utilizada a coluna METROSEP A Supp 5 250/4.0 (Metrohm), 250mL x 4,0mmID. As condigbes
de analise foram as seguintes:: 3.2 mM NaxC0Os, 1,0 mM NaHCOs, 0,7 mi/min, 25°C, volume de
amostra 20 uL, e 11,3MPa. Um cromatograma padrédo foi preparado com os seguintes sais:
KH2POs4, KCI, NaF, NaNO3, Na;SOs e KBr. A tabela 11 demonstra que os anions e cations
residuais presentes do caldo CBM se constituem num excelente aporte desses elementos para o
cultivo algal.

Tabela 11: Concentracéo de &nions e cations presentes no caldo CBM antes e apos

seu aproveitamento para cultivo algal.

Anions/Céations | Antes do cultivo algal | Apés cultivo algal
Concentragao (mg/L)
Fluoreto 0 0
Cloreto 334201 31378,48
Brometo 0 0
Nitrato 614,41 5,87
Fosfato 2938,84 903,80
Sulfato 1282,67 559,54
Aménio 1167,92 56,27
Magnésio 300,01 ‘ 158,64
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Célcio 489,16 131,11

Sodio 12393,29 8893,31
De acordo com a presente inveng&o, foi constatado que os efluentes liquidos resultantes

do presente processo integrado sdo meios de cultivo excelentes para o cultivo da microalga
Chlorella vulgaris OF por apresentar disponibilidade de nutrientes capazes de promover a
produgéo de biomassa microalgal. Alem disso, o caldo CBM apds um primeiro cultivo podera ser
aproveitado para uma segunda efou terceira batelada de produg&o de biomassa algal, pois
comporta ainda concentragbes expressivas desses cations e anions. Outro aspecto importante
desse processo de invencéo esté relacionado com as possibilidades de reciclar todo CO2 gerado
durante a produgéo da biomassa microbiana oleaginosa para os tanques de cultivo algal,

conforme demonstrado nas figuras 3 e 4.

Analise da demanda bioguimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio

(DQO) do caldo CBM apds seu aproveitamento no cultivo da microalga Chlorella vulgaris OF.

A tabela 12 apresenta os valores obtidos da BDO e DQO presentes no caldo CBM e
apds o cultivo de biomassa microalgal. As metodologias utilizadas nas suas determinagbes
foram fundamentadas em normas oficiais do Standard Methods of Analysis of Water and
Wastewater de 2005.

Tabela 12: Concentracéo de anions e cations presentes no caldo CBM antes e apds seu

aproveitamento para cultivo algal.

» DQO DBO
Analise (mg/LOy) (mg/LOy)
Antes do 95.616,00 26.934.00

cultivo algal
Apdsocullivo |4 44 59 1146700
algal

De acordo com a presente invengdo o cultivo de microalga Chlorella vulgaris OF
proporciona uma redug@o expressiva nos valores de BDO e DQO do caldo CBM, permitindo
assim uma aplicagéo racional e ecoldgica de todos os residuos gerados neste processo
integrado de invengdo. Para se manter as mesmas taxas de produtividade em termos de
biomassa algal alcangada no primeiro ciclo, efluentes do presente processo integrado poderdo
ser reutilizado em um 2°, 3° ou mais ciclos. Esses efluentes diluidos ou ndo, poderdo ser
suplementados e/ou ndo com sais minerais ricos em nitrogénio, fosforo, potasssio, entre outros,
como forma de compensar 0s macronutrientes e micronutrientes consumidos pela microalga no

caso da realizagéo de ciclo(s) precedente(s). Entretanto, um dos objetivos deste experimento foi
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demonstrar o potencial de redugao da carga poluente de efluentes liquidos gerados no presente
processo através dessa tecnologia integrada.

De acordo com a presente invengao, ao fluxo de ar de alimentagéo dos fotobiorreatores
pode ser misturado o gas CO2 (em proporges volumétricas distintas) como forma de suprir com
carbono mineral 0 meio de cultivo, favorecendo assim aumento do rendimento da producéo de
biomassa, bem como, acumulo de lipidios durante o cultivo da microalga Chlorella vulgaris OF.

De acordo com a presente invengao tanto o caldo CBM pode ser formulado diluido em
agua e ou/ndo, misturado com manipueira e/ou ndo, com agua de prensagem de farinha de
mandioca ou nao, formando assim misturas binarias ou ternarias desses efluentes.

De acordo com a presente patente o caldo de adaptagdo e/ou meio de cultivo microalgal
pode ser composto pelo meio (EPS) descrito a seguir; KNO3(0,1g/L) 20mL, KoHPO4(0,01g/L)
20mL, MgS04:7H20(0,01g/L) 20mL, extrato de solo 30mL, solugdo de micronutrientes 5,0mL,
agua destilada 905mL e proteose-peptona 1mL, podendo ainda ser misturado o meio MBM em
qualquer momento do processo.

De acordo com a presente invengdo, microalgas e cianobactérias poderéo também ser
cultivadas em escala industrial. Diferentes formatos e tamanhos de tanques poder@o ser
utilizados, podendo ser abertos ou fechados, aerados ou néo, agitados ou néo, continuos, semi-
continuos ou descontinuos, horizontais, verticais, do tipo raceway, de placas, tubulares, ovais,
circulares, retangulares ou quadrados.

O cultivo de microalgas efou cianobactérias em reatdfes abertos é realizado em tanques
naturais ou artificiais com volumes que podem variar entre algumas dezenas de litros ate varios
milhGes de litros. Esses reatores ocupam grandes areas, podendo atingir em média 10.000m? ou
mais, no caso de um unico tanque horizontal ou vertical. O sistema mais comum de agitag&o
emprega pas, que sdo agitadas mecanicamente, sendo que ditas pas séo distribuidas em
espacos regulares por toda a superficie do meio, ou entéo localizadas nas extremidades ou no
centro do reator. Em conjunto com a agitag@o por pas, pode ser injetado ar comprimido. Esse ar
poderé ser filtrado ou n&o. Os reatores poderdo ser fechados, através do uso de uma cobertura
removivel, porém essa cobertura devera ser construida de um material transparente ou
translicido a luz natural ou artificial. Materiais mais apropriados s&o pléastico, acrilico e vidro.

De acordo com apresente invengdo, esse mesmo processo integrado ou metodologia
podera ser empregada para o cultivo de outros grupos de algas, microalgas e/ou cianobactérias,
as quais poderado ser cultivadas de forma isolada efou em co-culturas (linhagens combinadas).

Preferencialmente relacionamos como mais: promissoras 0s géneros e espécies a seguir:
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Euglena sp. (gracilis), Anabaena sp. (variabilis, cylindrica, hassali, planctonica), Dunaliella sp.
(salina, bardawi, tertioleta), Achananthes orientalis, Amphora (delicatissima, cafeiformis),
Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (muelleri, gracilis, muelleri subsalsum), Clorococcum
sp., Chlorrella sp. (ellipsoidea, salina), Chromonas sp. Chrysosphaera sp., Cricophaera sp.,
Cryptomonas sp., Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica), Navicula sp. Amphiprora hyalina,
Eustigmatophyte flagellate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa sp.,Gloeothamnion sp.,
Hymenomonas sp., Isochrysis aff. Galbana, Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina),
Navicula (saprophil, pseudotenelloides, biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelloides),
Nephrochloris sp., Nitzschia sp. (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina, quadrangula, pusila
monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum, hantzchianna, intermédia, frustulum,
communis), Ochromonas sp., Oocystis sp. (pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica),
Phaeodactylum tricornutum, Platymonas sp., Pleurochrysis sp. (dentate), Prymnesiophyte sp.,
Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp., Tetraselmis
suecica, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp., bem como seus mutantes efou linhagens
modificadas geneticamente capazes de acumular lipidios em sua biomassa m concentragfes
importantes.

Quarta etapa - Etapa de recuperacéo do 6lec da biomassa microbiana

A etapa de recuperagado da biomassa microbiana, ilustrada nas Figuras 1 e 6, é realizada
com o intuito de separar fragdo solida da liquida. Esse processo é realizado através da
centrifugacdo em frascos de 500mL de capacidade a 4700 rpm durante 15 minutos, O
sobrenadante, de acordo com a presente patente de invencéo podera ser reutilizado no cultivo
algal ou néo.

A biomassa microbiana recuperada é lavada com agua destilada e atacada com acido
cloridrico concentrado em uma proporcdo que pode variar de 0.1% a 10% em relagéo a
biomassa umida. Essa biomassa € mantida aquecida a uma temperatura que pode ir de 50°C a
90°C por um perfodo de 0 a 6 horas.

A biomassa hidrolisada é entdo submetida a uma nova centrifugagéo por 15 minutos a
5000 rpm e o 6leo livre recuperado por filtragao. Apds este processo, a biomassa é resubmetida
a um aquecimento de 70°C por 48 horas e o restante do 6leo livre é recuperado por um funil de
separagéo. A biomassa restante é submetida a uma segunda extragéo com hexano em Soxhlet
com condensador em um processo no qual o solvente organico arrasta a fragéo lipidica residual

presente na biomassa microbiana. O solvente é entéo recuperado na quase sua totalidade
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através de rotoevaporagdo a pressdo reduzida. O residual de solvente & evaporado sob
aquecimento de 70°C por 24 horas em estufa.

O oleo recuperado nas diferentes etapas pode ser ou ndo submetido ao branqueamento
e degomagem. De acordo com a presente invengao, a biomassa residual, rica em proteina, pode
ser destinada & alimentag&o animal como suplemento, conforme Figura 8. Outros metodos de
extragdo (prensagem, solventes polares e apolares, alcalis, pirolise instantanea, entre outros)
podem ser utilizados visando recuperar os lipidios estocados no interior das células microbianas
efou na biomassa residual microbiana.

A extrag@o dos lipidios foi realizada por extragdo com metanol e cloroférmio
como descrito por Bligh&Dyer (Bligh, E.G., Dyer, W.J., 1959. A rapid method for total lipid
extraction and purification. Can. J. Biochem. Physiol. 37, 911-917). A fragdo apolar foi
solubilizada em solugo hexano e agua (volumes iguais), sendo os lipidios recuperados da
frag@o hexano. A extragéo dos lipidios de biomassa algal foi realizado de maneira semelhante ao
descrito acima.

Anélise dos lipidios (6leo) Microbiano e Algal

Os lipidios (6leos) obtidos a partir de biomassa microbiana de R. toruldides OF e
Chlorella vulgaris OF foram analisados de acordo com a metodologia descrita a seguir:

Apos a metilagdo de acidos graxos presentes de acordo com descrito por Metcalfe,
Smith & Pelka (Rapid preparation of fatty acid esters from lipids for gas chromatographic
analysis. Analytical Chemistry v. 38,p. 514-515,1966), as amostras foram submetidas a deteccéo
e separagao dos componentes utilizando a técnica de cromatografia (3 determinagdes) segundo
American Oil Chemists Society (Cd 14c94). Para tanto, foi utilizado um cromatégrafo da marca
Varian (modelo 3300) equipado com detec¢o de chama e injetor do tipo “split/splitless” nas
condigdes: Coluna Carbowax 20M, temperatura do detector de 270 °C e a do injetor de 250 °C.
A programagéo foi determinada conforme segue: temperatura inicial = 165 °C (15 min.) e
incremento de 5 °C /min. até temperatura final = 200 °C (6 min.). Géas de arraste hidrogénio
ultrapuro, vazao 1,2 mL/min. a 30 psi.

A tabela 13 apresenta os valores de composicdo média de dleo produzido pela levedura
oleagionosa R. torulbides OF e pela microalaga C. vulgaris OF.

TABELA 13 - PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA LEVEDURA R. torufoides OF E
MICROALGA Chlorella vulgaris OF

Carbono Acido Graxo R. toruloides C. vulgaris
OF OF

g/100g 9/100g
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C14.0 miristico 0,65 -
C15:0 pentadecandico 0,21 -
C16:.0 palmitico 19,12 39,32
C16:1 Omega 7 palmitoléico 1,48 -
C17:.0 margarico 0,51 -
C17:1 cis-10-heptadecendico 0,15 -
C18:.0 estearico 9,35

C18:1 Omega 9 trans elaidico 0,39 -
C18:1 Omega 9 oléico 50,32 28,67
C18:2 Omega 6 linoléico 8,70 31,99
C18:3 Omega 3 alfa linolénico 1,24 -
C20:0 araquidico 0,38

C20:1 Omega 11 cis-11-eicosendico 0,14

C20:2 omega 6 11,14 eicosadiendico 0,15

C22:.0 behénico 0,54 -
C20:3 omega 3 cis-11,14,17-eicosatrientico 0,07 -
C24.0 lignocérico 0,99 -
N&o identificado N&o identificado 0,61 0,02

Para complementar a caracterizagéo dos lipidios (6leos) obtidos das biomassas
microbiana e algal, par@metros foram determinados seguindo a metodologia oficial da American
Oil Chemists Society (2007) e apresentados na tabela 14.

TABELA 14 - DETERMINACOES FISICO-QUIMICAS DOS LIPIDIOS (OLEOS)
OBTIDOS DA LEVEDURA R. toruloides OF E DA MICROALGA Chlorella vulgaris OF

Ensaio/determinagéo: R. toruloides OF C. vulgaris OF
Resultado Resultado
Densidade Relativa (25°C) (g/cm3) 09118 0,9201
indice de acidez (mg KOH/g) 46,0 46,0
Indice de iodo (cgl/g) 76 75,3
Indice de peréxido (meq/kg) 34,1 33,4
indice de refragao (25°C) 1,4659 1,5731
Indice de saponificagdo (mg KOH/g) 191,18 190,32
Matéria insaponificavel (g/100g) 3,2 3,3

Quinta etapa - Transesterificacdo dos lipidios (6leos) Microbiano e Algal

A etapa de transesterificacdo, ilustrada na Figura 8, dos 6leos microbiano e algal é
realizada neste processo integrado tem por objetivo melhorar a qualidade de igni¢éo, reduzir o
ponto de fluidez e ainda ajustar a densidade e viscosidade para otimizar o seu aproveitamento
em motores a ciclo diesel.

Seguindo Marchetti, Miguel & Errazu (Possible Method's for Biodiesel Production.
Renewable & Sustainable Energy Reviews. v. 11, p.1300-1311, 2007), os ésteres etilicos e
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metilicos foram obtidos através da reagdo de trasesterificacdo realizada em frascos de 1 litro
com tampa de aluminio dos odleos (lipidios) microbiano de R. foruldides OF e microalgal de
Chlorella vulgaris OF na presenga de etanol anidro (padrdo analitico) e metanol (padréo
analitico), em excesso estequiométrico, empregando o hidroxido de potassio (KOH) como
catalisador para reagdo em meio bésico. Foi empregada uma proporg&o molar etanol:6leo de 6:1
a 0,6% (m/m) de catalisador a uma temperatura de reagéo de 65 (£2)°C por um tempo de 45
minutos para a rota metilica e 70(£2)°C por 45 minutos para a rota etilica sob agitagéo
magnetica constante. A fragdo residual de alcool foi eliminada do biodiesel, aquecendo-se o
produto por 85°C durante 15 min.

Apbs esse perfodo, o produto da reagéo foi transferido para um funil de separagéo. A
fragéo superior (biodiesel) foi separada e lavada sob agitagdo com agua destilada a temperatura
50°C, sendo a agua removida aquecendo-se a uma temperatura proxima de 100°C.

A parte inferior, do funil de separag@o é constituida basicamente por glicerina que pode
ser reincorporada ao processo {como (nica fonte de carbono efou em mistura com hidrolisado de
mandioca efou batata doce) para producéo de biomassa microbiana oleaginosa de levedura,
integrando assim o ciclo de aproveitamento completo dos residuos gerados nesse processo
(figuras 1 e 3).

A presente invengdo prevé ainda que a transesterificagdo dos ¢leos ( Lipidios),
provenientes das sub-unidades de extrag&o, possam ser transesterificados com o uso de etanol,
isopropanol, butanol ou quaisquer outros alcoois primérios, anidros ou hidratados ou suas
misturas em quaisquer proporgbes estequiométricas de 6leo em rela¢@o ao alcool. Ainda, a
presente patente prevé que a reagdo de fransesterificagdo dos lipidios microbiano e algal
possam ocorrer em via acida utlizando cido sulfurico, fosférico e/ou outros. As temperaturas da
reagdo que podem variar de 25 °C a 120 °C. A Figura 8 ilustra um fluxograma da etapa de
transesterificagéo, parte integrante desse processo.

Avaliacdo da Qualidade dos Biodieseis Microbiano e Algal Produzidos

As tabelas 15 e 16 apresentam uma série de par@metros analiticos dos biodieseis
produzidos a partir da transesterificagdo dos lipidios da levedura Rhodosporidium toruldides OF
e da Microalga Chiorella vulgaris OF obtidos através da rota etilica e metilica.

TABELA 15 — ANALISES DOS BIODIESEIS OBTIDOS A PARTIR DE LIPIDIOS DA
LEVEDURA OLEAGINOSA Rhodosporidium_toruléides OF

Biodiesel obtido via Biodiesel obtido via

Ensaio Método e e
: transesterificagéo transesterificagéo
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metilica etilica
Massa especifica a ASTM 880 kg/m? 888 kg/m3
20°C D1298
Viscosidade ASTM 4,90 mm¥s 551 mm?/s
cinematica a 40°C D445
Agua ASTM 2709 380 mg/kg 410mglkg
Contaminagao total EN 12662 3 mglkg 3 mglkg
Ponto de fulgor ASTM D93 170 °C 170 °C
Residuo de carbono | ASTMD189 0,01 % 0,01 %
em 100% de amostra
Enxofre total EN 14596 0 mg/kg 0 mg/kg
Fosforo ASTM 4951 0 mglkg 0 mg/kg
Teor de éster EN 14103 >97 % de massa >97 % de massa
Glicerina livre EN 141056 0,01 % de massa 0,02 % de massa
Glicerina total EN 14105 0,130 % de massa 0,165 % de massa
Monoglicerideos EN 14105 0,45 % de massa 0,40 % de massa
Diglicerideos EN 14105 0,17 % de massa 0,17 % de massa
Triglicerideos EN 14105 0,09 % de massa 0,09 % de massa
Metanol ou etanol EN 14110 0,06 % de massa 0,07 % demassa
Estabilidade a EN 14112 >6 horas >6 horas
oxidacgo a 110°C
Cinzas sulfatadas ASTM 0,01 % de massa 0,01 % de massa
D874
Indice de acidez ASTM 0,1 mg KOH/g 0,14 mg KOH/g
D664 '
Ponto de entupimento ASTM 7a8 8ad
de filtro a frio D2500
Indice de lodo EN 14111 68 65
Poder calorifico ASTM 9160 9150
(kcallkg) E71

TABELA 16 - ANALISES DOS BIODIESEIS PRODUZIDOS A PARTIR DE OLEQ DE

MICROALGA Chlorella vulgaris OF

Biodiesel obtido via

Biodiesel obtido via

Ensaio Método transesterificagéo transesterificagdo
metilica etilica

Massa especifica a ASTM 879 kg/m? 882 kg/m3

20°C D1238

Viscosidade ASTM 4,99 mm?/s 5,68 mm2/s

cinematica a 40°C D445

Agua ASTM 2709 350 mg/kg 390mg/kg
Contaminagéo total | EN 12662 3 mgrkg 4 mg/kg
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Ponto de fulgor ASTM D93 165 °C 170 °C
Residuo de carbono | ASTMD189 0,01 % 0,01 %
em 100% de amostra
Enxofre total EN 14596 0 ma/kg 0 mg/kg
Fosforo ASTM 4951 0 mg/kg 0 mglkg
Teor de éster EN 14103 >97 % de massa >97 % de massa
Glicerina livre EN 14105 0,01 % de massa 0,02 % de massa
Glicerina total -EN 14105 0,140 % de massa 0,175 % de massa
Monoglicerideos EN 14105 0,48 % de massa 0,45 % de massa

Diglicerideos

EN 14105 0,17 % de massa

0,17 % de massa

Triglicerideos

EN 14105 0,09 % de massa

0,09 % de massa

Metanol ou etanol

EN 14110 0,06 % de massa

0,08 % demassa

Estabilidade a EN 14112 >6 horas >6 horas
oxidag&o a 110°C
Cinzas sulfatadas ASTM 0,01 % de massa 0,01 % de massa
D874
indice de acidez ASTM 0,18 mg KOH/g 0,20 mg KOH/g
D664
Ponto de entupimento ASTM 7a8 8a9
de filtro a frio D2500
indice de lodo EN 14111 72
Poder calorifico ASTM 9180 9160
(kcallkg) E711

A tabela 17 apresenta as especificidades do 'biodiesel de acordo com a Agéncia

Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis de acordo com a Resolugdo ANP N° 7, DE
19.3.2008, bem como a European Norm EN 14214 e com a especificagdo da American Society
for Testing and Materials ASTM 6751,

TABELA 17- ESPECIFICACOES DE BIODIESEL DE ACORDO COM A ANP, EN E

ASTM. ;
Especificagdo ANP | Especificagéo Especificagdo
Ensaio (2008) Europa EUA
B EN 14214 ASTM 6751
Massa especifica a 20°C 850-900 - -
Viscosidade cinematica a 3,060 3,5-5-0 1,9-6,0
40°C
Agua Max. 500 mg/kg | Max. 500 mgtkg | Max. 0.05 % vol.
Contaminagéo total Max. 24 mglkg Max. 24 mg/kg -
Ponto de fulgor Min. 100 °C Min. 101 °C Min. 130 °C
Residuo de carbono em Max. 0,05 % Max. 0,01 % Max. 0,05 %
100% de amostra '
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110°C

Enxofre total Max. 50 mglkg Max. 10 mg/kg Max. 0,05 %
Fosforo Max. 10 mg/kg Max. 10 mg/kg Max. 0,01 %
Teor de ester Min. 96,5 % de Min. 96,5 % de
massa massa
Glicerina livre - Max. 0,02% de Max. 0,02% de
massa massa
Glicerina total - Max. 0,25 % de Max. 0,24 % de
massa massa
Monoglicerideos - Méax. 0,8 % de
massa
Diglicerideos - Max. 0,2 % de
massa
Triglicerideos - Max. 0,2 % de -
massa
Metanol ou etanol - Max. 0,2 % Max. 0,2 %
Estabilidade a oxidagéo a Min. 6 horas Min. 6 horas Min. 3 horas

Cinzas sulfatadas

Max. 0,20 % de

Max. 0,20 % de

Max. 0,20 % de

massa massa massa
indice de acidez Max. 0,5 mg Max. 0,5 mg Max. 0,5 mg
KOH/g KOH/g KOH/g
Ponto de entupimento de Max. 19 -
filtro a frio
Indice de lodo - Max. 120 -

Fica evidenciado que os biodieseis produzidos através dessa tecnologia integrada,

apresentam uma especificidade abrangente no que diz respeito as varias normas aplicadas

mundialmente para controle de qualidade desse biocombustivel, podendo ser de acordo com a

presente patente, utilizado de modo integral e/ou parcialmente com esse combustivel fossil em

motores tipo Diesel. Outra possibilidade que se vislumbra com a presente tecnologia é utiliza-la

como substituto aos biodieseis produzidos a partir de produtos agricolas que s&o amplamente

demandados na alimentag&o humana e animal, como a soja, por exemplo.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOQS, caracterizado
pela utilizagéo de fontes naturais de material amilaceo e subprodutos do processamento destes
materiais, preferencialmente de mandioca e de batata-doce.

2. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS, de acordo com a
reivindicagéo 1, caracterizado por compreender em sua forma integrada:

- uma etapa de preparagdo da matéria-prima para a obtencdo de agucares
fermentesciveis ricos em glicose;

- uma etapa de producéo de biomassa oleaginosa de microorganismos a partir de
fonfes naturais de material amilaceo e residuos do processamento destes materiais,
preferencialmente de mandioca e batata-doce;

- uma etapa de separagéo da biomassa obtida do caldo fermentativo;

- uma etapa de extragéo dos lipidios (6leos).

- uma etapa de transesterificagéo desses lipidios

3. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGCAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com a
reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de a etapa de preparagdo da matéria-prima para a
obtengdo de agucares fermentesciveis incluir: '

- uma etapa de lavagem da raiz de tubérculo amilaceo utilizado, podendo ser mandioca
e batata-doce;

- uma etapa de redug&o fisica de tamanho, podendo ser trituracéo e ralag&o;

- uma etapa de hidrolise, para obteng&o dos aglicares fermentesciveis.

4, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUCAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOQS, de acordo com
as rejvindicagbes de 1 a 3, caracterizado pelo fato de a obtengéo de aglcares fermentesciveis
provenientes da frag&o amilacea e residuos do seu processamento, compreender;

- uma etapa de hidrélise, podendo ser &cida, enzimatica e um processo misto acido-
enzimético.

5. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGCAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS, de acordo com

as reivindicagées de 1 a 4, caracaterizado pelo fato de a manipueira e agua de prensagem
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gerada como residuo deste processo poder ser utilizada como meio de cultivo microbiano ou
algal.

6. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGCAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com
as reivindicagbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a etapa de obtengdo de agUcares
fermentesciveis através da hidrélise de material amilaceo e residuos do seu processamento
acontece com umidade variavel, realizado a uma temperatura de 90°C a 150°C por 10 a 18
minutos, utilizando-se para cada 1 kg de matéria em base seca, de 3 a 8 litros de solugdo acida
diluida, preferencialmente &cido cloridrico diluido, tendo o pH ajustado apds o processo de
hidrélise,

7. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com
as reivindicagbes 1 e 2, caracterizado pelo fato de que a etapa de produgdo de biomassa
microbiana oleaginosa é realizada com o uso de pelo menos uma cepa dentre os
microrganismos, escolhido do grupo consistindo de Candida curvata, Candida guilhermondii,
Candida tropicalis, Candida sp., Candida oleophila, Candida lipolitica, Criptococcus terricolus,
Hansenula saturnus, Hansenula ciferri, Lipomyces starkei, Rhodotorula gracilis, Aspergillus
fischeri, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus ochrceus, Aspergillus terreus,
Aspergillus ustus, Cladosporium fulvum, Cladosporium herbarum, Mucor miehei, Penicillium
gladiololi, Penicillium javanicum, Penicillium lilacinum, Pen;‘cif!ium spinulosum, Penicillium
ulimum,  Criptococcus  albidus, Rhodotorula glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrella
hygrophila, M. zychae, M. elengata, M. parvispora, M. schumuckeri. M. alpina, Lipomyces
lipofeer, Lipomyces tetrasporus, Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia lipolitica,
Trichosporon cutaneum, bem como suas linhagens mutantes e geneticamente capazes de
acumular lipidios em sua biomassa, preferencialmente da espécie Rhodosporidium toruloides.

8. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOQS, de acordo com
as reivindicagbes 1, 2 e 7, caracterizado pelo fato de que a etapa de produgéo de biomassa
microbiana oleaginosa é realizada utilizando aglcares fermentesciveis provenientes da fragdo
amilacea e residuos do seu processamento,

9. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUCAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOQS, de acordo com a

reivindicagéo 2, caracterizado pelo fato de a biomassa microbiana oleaginosa ser produzida em
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biorreator podendo ser constituido totalmente de vidro, plastico, ago inoxidavel, ago carbono e
outro material.

10.  PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com a
reivindicagéo 2, caracterizado pelo fato de a biomassa microbiana oleaginosa ser produzida em
biorreator podendo ser constituido parcialmente de vidro, plastico, ago inoxidavel, ago carbono e
outro material, incluindo qualquer combinagao destes.

11, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAQ DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS, de acordo com
as reivindicagdes 2 e 9 ou 10, caracterizado pelo fato de a biomassa microbiana oleaginosa ser
produzida em biorreator dotado de agitagdo mecanica em um tempo que pode variar de 24 horas
a 240 horas, prefencialmente de 72 a 150 horas, em uma relag&o carbono/nitrogénio de 0,5 até
de 500, preferencialmente entre 4 e 100, e, numa condig&o ainda mais preferencial, entre 30 e
80, em pH que pode variar de 2,0 até 9,0, preferencialmente de 4,0 a 6,0, € a uma temperatura
na faixa de 10°C a 50°C, sendo o meio de cultivo aerado, incluindo ar e oxigénio, por um volume
na faixa de 0,1 a 5 vvm (volume de ar efou oxigénio por volume de meio por minuto), podendo
ser alimentado de uma a dez vezes por solvente, incluindo solugdes aquosas, com concentragao
de aglcar fermentescivel, incluindo glicose, de 10 g/L a 1000 g/L, preferencialmente de 200 a
600 g/L durante o processo.

12.  PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUQAO DE LIPIDIOS/OLEQS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com a
reivindicagéo 2, caracterizado pelo fato de que a produgéo de biomassa microbiana oleaginosa
compreende:

- uma etapa para a preparagao de pré-inoculo;

- uma etapa para a preparagao de um meio de adaptagéo e propagagéo do inoculo.

13, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUCAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com
as reivindicagbes 8, 9, 10 e 11, caracterizada pelo fato de que o meio de adaptagdo e
propagagao do inoculo compreende:

- de 20 a 60 g/L de agucar fermentescivel a partir da hidrélise de material amilaceo;

-de 0,1 a2 0,6 g/L de uma fonte de fosforo e potéssio, incluindo KH2POq;

-de 0,1 20,6 g/L de uma fonte de magnésio, incluindo MgSOs;
-de 0,1 20,6 g/l de uma fonte de calcio, incluindo CaCl;
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-de 1,0 a2 2,0 g/L de uma fonte de nitrogénio, incluindo uréia.

14, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOQS, de acordo com a
reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que a biomassa oleaginosa € concentrada atraves de
uma etapa de separagdo fisica, incluindo filtragéo, preferencialmente centrifugag&o, além de
passar por um processo de rompimento celular para facilitar a extragdo do 6leo produzido
atraves do fornecimento de calor em meio &cido.

15, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEQS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOQS, de acordo com a
reivindicag&o 2, caracterizado pelo fato de que a fragdo aquosa residual da fermentago podera
compor novo meio de fermentacgdo para diversos processos biotecnolégicos, incluindo produgéo
de biomassa microbiana oleaginosa em um novo ciclo.

16, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEQS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com
as reivindicagbes 2, 4, 5, 6 ou 15, caracterizado pelo fato de o residuo solido proveniente das
etapas de extragéo de 6leo da biomassa microbiana poder ser utilizado como ragéo animal
incluindo aditivos para ragéo animal,

17.  PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com a
reivindicag&o 2, caracterizado pelo fato de compreender urha etapa alternativa para o cultivo de
microalgas e/ou cianobactérias em processo integrado, utilizando como meio de cultivo efluente
liquido e gasoso (COz) proveniente da produgao de biomassa microbiana oleaginosa.

18.  PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUCAO DE LIPIDIOS/OLEQS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com a
reivindicagdo 17, caracterizado por compreender uma ou mais algas ou cianobactérias,
cultivadas de forma isolada ou em co-culturas, dos géneros e espécies que incluem Euglena sp
(gracilis), Anabaena sp (variabilis, cylindrica, hassali, planctonica), Dunaliella (sp.,salina,bardawi,
tertioleta), Botrycoccus braunii, Achananthes orientalis, Amphora (delicatissima, cafeiformis),
Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (muelleri, gracilis, muelleri subsalsum),Clorococcum
sp., Chlorrella sp. (ellipsoidea, salina), Chromonas sp., Chrysosphaera sp., Cricophaera sp.,
Cryptomonas sp., Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica), Navicula sp., Amphiprora hyalina,
Eustigmatophyte flagellate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa sp., Gloeothamnion sp.,

Hymenomonas sp., Isochrysis aff. Galbana, Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina),



10

15

20

5/5

Navicula (saprophil, pseudotenelloides, biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelloides),
Nephrochloris sp., Nitzschia sp., (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina, quadrangula, pusila
monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum, hantzchianna, intermédia, frustulum,
communis), Ochromonas sp., Oocystis sp. (pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica),
Phaeodactylum tricornutum, Platymonas sp., Pleurochrysis sp. (dentate), Prymnesiophyte sp.,
Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp., Tetraselmis
suecica, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp., dentre outros géneros e especies.

19.  PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEOS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEQS, de acordo com
as reivindicagbes anteriores, caracterizado pelo fato de os lipidios extraidos da biomassa
oleaginosa microbiana e algal serem transesterificados para a produgéo de biodiesel segundo
um processo em que o glicerol produzido na transesterificagéo poderé ser reincorporado (integral
ou parcialmente) como fonte de carbono em outra fermentag&o para diversos processos
biotecnoldgicos, incluindo a produgéo de biomassa microbiana oleaginosa.

20. PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEQS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS, de acordo com
as reivindicages anteriores, caracterizado pelo fato de os lipidios/dleos extraidos da biomassa
microbiana oleaginosa,algal efou cianobactérias, sendo adequados para utilizagdo direta em
motores e na geragao de energia, incluindo vapor, em misturas com combustiveis fosseis brutos,
incluindo os provenientes do refino efou craqueados para obtent;éo de fragdes de C2 - C10.

21, PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAO DE LIPIDIOS/OLEQS DE
ORIGEM MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS, de acordo com
as reivindicagbes anteriores, caracterizado pelo fato de os lipidios produzidos poderem ser

utiizados na indtstria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos, lubrificantes e de combustiveis.
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RESUMO
PROCESSO INTEGRADO PARA A PRODUGAOQ DE LIPIDIOS/OLEOS DE ORIGEM
MICROBIANA E ALGAL A PARTIR DE TUBERCULOS AMILACEOS

A presente invengdo trata de um processo para a produg&o de biodiesel efou 6leo
combustivel a partir de biomassa microbiana oleaginosa utilizando como substrato parcela
hidrolisada de material amildceo de tubérculos. Os produtos obtidos da presente invengéo séo
adequados para utilizag&o direta em motores e na geragédo de energia ou vapor e na alimentagéo
humana, animal entre outros. O processo integrado segundo a presente invengao compreende a
utilizagdo de materiais ricos em amido para utilizagdo como substrato (fonte de carbono) para
producdo de biomassa microbiana oleaginosa, em um processo no qual pode haver a
reutilizag@o do efluente gasoso (COz) e do liquido residual da producdo de biomassa microbiana
em outro processo de produgdo de biomassa algal oleaginosa efou outro processo
biotecnologico, bem como etapas de concentragdo, extragdo e transesterificagdo dos
lipidios contidos na biomassa, com possivel reutilizagdo do glicerol residual. O processo
descrito trata de uma tecnologia inovadora e ecologicamente sustentavel para produgéo

de biocombustiveis e outros produtos de interesse comercial.
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