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RESUMO

A busca pela producdo de combustiveis sustentdveis resgatou o interesse nas microalgas,
associando-as a processos de termoconversdo. Dentre esses, a pirdlise consegue produzir bio-
6leo a partir de componentes celulares como lipideos, carboidratos e proteinas. Os componentes
celulares variam de acordo com a espécie do organismos e fatores externos como tempo de
cultivo e estresse nutricional. O presente estudo objetiva a producdo de células de Chlorella
vulgaris com diferentes percentuais de lipideos, carboidratos e proteinas, bem como associa a
composi¢do da biomassa aos perfis dos bio-6leos obtidos via pirdlise. Para tanto, foram
considerados o tempo de cultivo e o fornecimento de nutrientes na etapa de obtencdo das
biomassas. As biomassas obtidas foram pirolisadas a 500°C e os perfis dos bio-6leos foram
analisados utilizando GC/MS. Os diferentes cultivos resultaram em trés biomassas, uma rica
em proteinas com 43,69% (m/m) desse biocomposto na composicao celular, uma rica em
carboidratos apresentando 44,39% (m/m) do mesmo e uma rica em lipideos com 34% (m/m).
Os bio-6leos obtidos apresentaram predominantemente hidrocarbonetos em sua composi¢ao,
os quais chegaram a representar quase 60 % em drea para o bio-6leo proveniente de biomassa
rica em lipideos. Além disso, os bio-Oleos apresentaram baixos teores de compostos
nitrogenados, com o méaximo de 2 % de nitrogenados em drea para o bio-6leo proveniente da
biomassa rica em proteinas. Outros compostos como acidos carboxilicos, dlcoois, fenodis e
cetonas também estavam presentes em diferentes propor¢des para cada bio-6leo proveniente
das biomassas. Com isso, os dados obtidos evidenciam que a composicdo da biomassa de C.
vulgaris influi diretamente no perfil do bio-6leo obtido. Dessa forma, a relacdo estabelecida
nesse estudo colabora com o melhor direcionamento das biomassas geradas nos processos com
a microalga para as dreas de maior aplicabilidade, agregando valor tanto ao processo como ao

produto.

Palavras-chave: microalga, estresse nutricional, composi¢ao celular, pirdlise, cromatografia

gasosa



ABSTRACT

The search for the production of sustainable fuels rescued the interest in microalgae, associating
them to the thermoconversion process. Among these, pyrolysis is able to produce bio-oil from
cellular components such as lipids, carbohydrates and proteins. The cellular components vary
according to the species and external factors such as cultivation time and nutritional stress. The
present study aims to produce Chlorella vulgaris cells with different percentages of lipids,
carbohydrates and proteins and associates the composition of biomass to the profiles of bio-oils
used via pyrolysis. For that, time and nutrient supply were considered in the biomass cultivation
stage. The obtained biomasses were pyrolyzed at 500 ° C and the profiles of the bio-oils were
analyzed using GC / MS. The different crops resulted in three biomass: one rich in proteins
with 43.69% (w/w) of this biocomposite in the cell composition, one rich in carbohydrates,
reaching 44.39% (w/w)of the same, and one rich in lipids with 34% (w/w). The bio-oils
obtained showed predominantly hydrocarbons in their composition, which reached 60%, in
area, in bio-oil from biomass rich in lipids. Besides, bio-oils shows low levels of nitrogen
compounds, with a maximum of 2% nitrogen in area for bio-oil from biomass rich in proteins.
Other compounds acids such as carboxylic, alcohols, phenols, and ketones have also present in
different proportions for each of the bio-oils from the different biomass profiles. As a result,
the data obtained show that the composition of C. Vulgaris biomass directly influences the
profile of the obtained bio-oil. Thus, the relationship establish in this study contributes to the
biomass generated in the process with microalgae to the areas of greatest applicability, adding

value to both the process and the product.

Keywords: microalgae, nutritional stress, cell composition, pyrolysis, gas chromatography
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1 INTRODUCAO

Em um momento em que a palavra de ordem € sustentabilidade, muitos esforcos estao
voltados para a busca por solugdes que amenizem os impactos relativos as atividades
desenvolvidas cotidianamente pelos seres humanos. A necessidade de trilhar caminhos mais
sustentdveis com um desenvolvimento limpo a partir de inovagdes verdes tem influenciado
pesquisadores a buscarem opcdes para a producdo de energia renovdvel e € nesse contexto que
o interesse pelas microalgas tem sido renovado (SINGH et al., 2016; ZAINAN et al., 2018).

Nesse contexto, as microalgas sdo ditas promissoras por oferecerem grande potencial
biotecnolégico como mitigacdo de dioxido de carbono e tratamento de efluentes sanitrios e
industriais, por exemplo. Além disso, sua disponibilidade no meio ambiente e rdpida taxa de
crescimento justificam o interesse na sua aplica¢do para obtencdo de energia (GOUVEIA e
OLIVEIRA, 2009).

Estima-se que existam mais de 50000 espécies de microalgas, porém apenas um pouco
mais da metade é conhecida pela ciéncia. Dentre estas estd a Chlorella vulgaris que se destaca
por ser robusta e resistente a contaminagdes (LIANG et al., 2009).

Assim como as demais microalgas, a C. vulgaris € constituida principalmente por
lipideos, proteinas e carboidratos. As porcentagens em que cada um desses componentes
aparece nas células depende diretamente da espécie. Contudo, também estdo relacionados a
aspectos externos como nutrientes disponiveis e tempo de cultivo, pois esses fatores estimulam
diferentes rotas no metabolismo celular (BABU et al., 2017; ZAMALLOA et al., 2011;
RICHMOND, 2004).

Por isso quando se trata de bioenergia, conhecer a composi¢ao da biomassa € importante
para a escolha correta do processo de conversdo. A depender do processo, a composi¢ao pode,
inclusive, gerar produtos com diferentes perfis e aplicagdes.

Dentre os processos utilizados para converter biomassa em produtos energéticos,
destaca-se a pirdlise, uma rota simplificada que atua nessa conversao em um pequeno espago
de tempo (CHEN et al., 2015). A grande vantagem da conversdo termoquimica € a sua eficicia
em transformar a matéria-prima em diferentes compostos, o que implica no aproveitamento
total dos mais variados perfis de biomassas, incluindo a transformacao de lipideos, carboidratos
e proteinas (SOTOUDEHNIAKARANTI et al., 2019). Compreende a decomposi¢ao térmica que

ocorre na auséncia de oxigénio e gera essencialmente bio-carvao (fracdo sdlida), gases ndo
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condensdveis e bio-6leo. A composi¢do e o rendimento dos produtos gerados na pirdlise estdo
diretamente ligados a matéria-prima e varidveis empregadas no processo (WANG et al., 2017).

Os gases gerados durante a pirdlise podem ser utilizados no préprio processo como
combustiveis nas zonas de aquecimento. Ja o bio-6leo, a depender de sua qualidade, além de
ser precursor de combustivel, pode ser aproveitado como matéria-prima em inddstrias quimicas
para a producdo de solventes, por exemplo. Apesar de ser um processo consolidado para
biomassa lignoceluldsica, Mohan et al. (2006) afirmam que o bio-6leo produzido por esse tipo
de biomassa ¢é 4cido, instavel, corrosivo, o que nao acontece com o bio-6leo produzido a partir
de microalgas.

Nesse contexto, a Chlorella vulgaris, espécie de microalga amplamente empregada
biotecnologicamente, pode servir de matéria-prima para a producdo de bio-6leo com
caracteristicas extremamente relevantes. Contudo, a variacdo de composi¢do deste
microrganismo pode gerar perfis de bio-6leo diferentes, possibilitando aplicacdes em setores

industriais distintos, justificando o estudo do perfil da sua biomassa.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo associar o perfil do bio-6leo obtido por processo
de pirdlise a composicao celular de biomassa de Chlorella vulgaris com maior concentracao de

proteinas, carboidratos ou lipideos.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os meios de cultivo para o acimulo de proteinas, carboidratos e lipideos na
biomassa de Chlorella vulgaris;

e Determinar as cinéticas de crescimento da microalga nos diferentes meios de cultura;

e Caracterizar as biomassas obtidas nos diferentes cultivos;

e Obter os bio-Oleos a partir das biomassas de Chlorella vulgaris pelo processo de
pirdlise;

e (Caracterizar os bio-0leos obtidos estabelecendo o perfil de cada um deles e associar ao

perfil da biomassa correspondente.

12



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1  MICROALGAS

O termo microalgas € utilizado para denominar um diversificado grupo de
microrganismos que basicamente apresentam em comum a caracteristica de possuir o pigmento
fotossintetizante chamado clorofila. Segundo Lourengo (2006), as microalgas sdo muito
diferentes entre si no que diz respeito a composi¢do quimica, origem e morfologia. Logo,
entende-se que esse termo generalizado ndo possui nenhum valor taxonomico. Apesar disso,
observa-se que, no geral, esses microrganismos desenvolvem-se bem em ambientes adversos e
ineptos quanto a disponibilidade nutricional, apresentando altas taxas de crescimento devido a
simplicidade de suas células (LI et al., 2008).

Estima-se que existam mais de 50 mil espécies de microalgas vivendo nos mais diversos
ecossistemas, podendo ser encontradas em dgua doce, dgua salgada e até mesmo em alguns
tipos de solos (SHAH et al., 2016). A justificativa para tanta versatilidade vem da resisténcia
desses microrganismos que sao capazes de crescer em meio a contaminacdo e ambientes
adversos como efluentes sanitdrios e industriais, sobreviver a grandes variacdes de pH e
temperatura, e também resistir a salinidade e adaptar-se as fontes de nutrientes disponiveis
(GALARZA et al, 2016). Além das caracteristicas j4 citadas, outras vantagens ético-ambientais
como segurancga alimentar e mitigacdo de di6xido de carbono somam-se a auséncia de lignina
na célula e as altas taxas de producdo, tornando essa biomassa protagonista dentro do contexto
cientifico e tecnoldgico contemporaneo da busca pela producdo de energia renovavel

(MALIUTINA et al., 2018; SINGH et al., 2016).

3.1.1 Cultivo de microalgas

Cultivar microalgas ndo demanda muitos esfor¢os, pois um meio de cultura simples
contendo fontes de nitrogénio, fésforo e sais minerais como magnésio e ferro é suficiente para
que elas se reproduzam. A depender da finalidade, esse cultivo pode ser feito em sistemas
abertos ou fechado e sob controle de condi¢des de crescimento (RAPOSO, 2013).

Existem variados tipos de sistemas abertos para o cultivo de biomassa algal. Esses
sistemas sdo utilizados desde 1950 e ainda hoje sdo largamente empregados para producdo em

grande escala. Richmond (2004) afirma que a facilidade de constru¢do e operacdo desses
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sistemas, bem como a economia no emprego dos mesmos, sao fatores preponderantes que ainda
justificam essa preferéncia por esse tipo de cultivo em escala industrial. O cultivo aberto pode
ser desde uma simples lagoa aberta, sem nenhum equipamento assessorando a homogeneizac¢ao
do meio até os sistemas conhecidos por raceway que englobam defletores e turbinas
(VADIVELOO e MOHEIMANI, 2018).

Com o crescente interesse por esses microrganismos, aumentou também a busca por
equipamentos que permitam uma alta eficiéncia na produtividade e minimizacdo do risco de
contaminacdo. Nesse ambito, a seguranga dos sistemas fechados tem dado destaque aos
chamados fotobiorreatores. Os mais utilizados sdo os tubulares, placas e colunas de bolhas
(ERIKSEN, 2008). Segundo Perez-Garcia et al. (2011), para constru¢do desses equipamentos
€ levado em consideracdo as condicdes de pH, temperatura e difusdo de gds, uma vez que acesso
ao dioxido de carbono € necessario para a manutencao dos cultivos baseados na fotossintese. O
controle dos fatores confere ao cultivo em sistemas fechados vantagem em relacdo ao cultivo
em sistemas abertos, isso porque controld-los torna possivel melhorar os rendimentos de
biomassa e compostos de interesse como ocorre, por exemplo, nas industrias nutracéutica e
farmacéutica (SAFI et al., 2014).

Outro aspecto que deve ser abordado € o tipo de cultivo quanto ao metabolismo da
microalga. Nesse sentido, existem trés possibilidades: autotrofia, heterotrofia e mixotrofia.
Perez-Garcia et al. (2011) afirmam que o cultivo mais comum para microalgas € o autoréfico
pela prépria natureza do microrganismo e sua eficiéncia em conversdo de energia luminosa.
Porém, muitas microalgas podem crescer heterotroficamente, com independéncia de luz e
convertendo fontes organicas de carbono (XU et al., 2006). Chen e Johns (1994) afirmam que
o cultivo heterotréfico oferece a possibilidade de aumento significativo da produtividade em
biomassa justamente pela independéncia da luz. Porém, a adi¢do de fontes orginicas e a
auséncia de luminosidade podem aumentar os riscos de contaminagdo da cultura.

O cultivo mixotréfico possui caracteristicas que mesclam o cultivo autotréfico e o
heterotréfico. Nesta modalidade, a fotossintese continua sendo o metabolismo prioritario muito
embora fontes organicas de carbono sejam essenciais a manutencao celular. Na mixotrofia a
matéria organica atua como fonte de carbono e o di6xido de carbono exerce o papel de doador
de elétrons, dessa forma, respiracao e fotossintese atuam concomitantemente (CHOJNACKA e

MARQUEZ-ROCHA, 2011).
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3.1.2 Producio de proteinas, carboidratos e lipidios

As microalgas sdo constituidas principalmente por lipidios, proteinas e carboidratos. As

porcentagens em que esses compostos aparecem nas células dependem da natureza de cada

espécie e também estdo relacionadas a fatores externos como, por exemplo, o meio de cultura.

A presenga ou auséncia de determinados nutrientes podem estimular diferentes rotas

metabdlicas (BABU et L., 2017; ZAMALLOA et al., 2011; RICHMOND, 2004). Dessa forma,

usar o conhecimento do metabolismo da microalga manipulando os nutrientes disponibilizados

no meio de cultura possibilita a producdo de células de diferentes perfis, com composicdes mais

ou menos ricas em cada uma dessas biomoléculas.

A Figura 1 esquematiza de forma simplificada o metabolismo de uma célula da

microalga Chlorella vulgaris mostrando as vias de producdo de proteinas, carboidratos e

lipideos.

Figura 1 - Metabolismo esquematizado da célula de Chlorella vulgaris para a producdo de

proteinas, carboidratos e lipideos.
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Fonte: Adaptado de Ming et al., 2010.
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Levando em considera¢ido o metabolismo autotréfico, a Figura 1 apresenta a capacidade
da célula em utilizar estimulo luminoso para fixar di6xido de carbono convertendo-o em
gliceraldeido-3-fosfato (G3P) ao final do ciclo de Calvin. Ao sair do ciclo, a G3P ¢ utilizada
para a sintese de carboidrato (glicose) o qual sofrerd glicdlise na sequencia metabdlica para a
producdo de piruvato, que € um composto organico formado com trés dtomos de carbono. Esse
composto pode ser precursor direto de aminodcidos para a formacdo de proteinas ou, ainda,
pode sofrer a agao da coenzima A para a formagdo de acetilcoenzima A, composto que além de
precursor de aminodcidos, também pode dar origem a substancias energéticas como lipideos.
A depender das condi¢des as quais as células sdo expostas, outro caminho metabdlico pode ser
adotado, gerando o acimulo de carboidratos e lipideos como reservas energéticas.

Cultivadas em meios com abundéncia de nutrientes, a maioria das microalgas se tornam
fontes de proteinas. Ge e Champagne (2016), afirmam que o conteudo proteico na microalga
estd intimamente correlacionado com as concentragdes de nitrogénio no meio. Com isso, o seu
excesso torna-se um fator crucial para a producao de aminoécidos influenciando diretamente o
crescimento da biomassa.

A limitacdo de nitrogénio e fésforo, elemento essencial para a produgcdo de ATP na
célula, afeta as funcdes celulares e direciona o metabolismo para o acimulo de carboidratos e
lipideos (MARKOU, 2012). Segundo Siaut et al. (2011), hd uma competicao metabdlica para a
producdo desses dois compostos. No geral, a biossintese de carboidratos acontece antes da
producdo de lipideos, sendo os ultimos considerados reserva energética de longo prazo. O
aumento de carboidratos nas células microalgais remete-se ao processo de fixacdo de diéxido
de carbono durante a execugdo do ciclo de Calvin no processo de fotossintese, o que indica a
necessidade de manter as células sob excesso de gas carbdnico.

Ho et al. (2011) observaram que quanto maior o periodo de privagdo em nitrogénio que
a microalga é exposta, maior € o acimulo lipidico em suas células. A produgdo lipidica esta
atrelada, na maioria das vezes, ao inverso da taxa fotossintética, portanto, a célula deve ser
submetida a fatores de estresse no intuito de reduzir esse metabolismo. Assim, primeiro €
necessario que o cultivo do microrganismo seja feito sob condi¢des 6timas de crescimento para
entdo haver uma posterior reducdo dos nutrientes essenciais como € o caso do nitrogénio

(Becker, 1994).
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3.1.3 Chlorella vulgaris

Dentro da grande diversidade de espécies de microalgas ja conhecidas, destaca-se a
Chlorella vulgaris. Ela € unicelular, esférica, com didmetro entre 2 e 12 um, possuindo os
pigmentos clorofila a e b, beta-caroteno e xantofilas (OHSE et al., 2008). Ela é amplamente
utilizada em estudos cientificos e atualmente é a microalga mais cultivada comercialmente
devido a sua versatilidade e as multiplas vantagens biotecnoldgicas que apresenta. Dentre elas
estd a robustez, resisténcia a contaminacdo, alta taxa de crescimento, grande capacidade de
adaptacdo e actimulo de biomoléculas de interesse comercial (LIANG et al., 2009; LEE, 2008;
WANG e PARK,2015).

O répido crescimento e o actimulo de lipideos com propriedades compardveis ao do
petréleo tem atraido a atencdo de pesquisadores para a espécie (AZIZI et al., 2017). Segundo
Zainan et al. (2018), a Chlorella vulgaris é vista como matéria-prima promissora para a
producdo de biocombustiveis como derivados de seu bio-6leo obtido via pirdlise.

A Figura 2 € uma imagem de células de Chlorella vulgaris obtida através de microscépio

optico e a Figura 3 € a biomassa seca e macerada da microalga.

Figura 2 - Imagem microscépica de células de Chlorella vulgaris.
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Figura 3 - Biomassa seca de Chlorella vulgaris.

3.2  OBTENCAO DE COMBUSTIVEIS A PARTIR DE MICROALGAS

O aumento da demanda energética coloca em debate o uso desenfreado de recursos que
além de serem provenientes de fontes fosseis, ainda estdo associados diretamente a emissao de
gases que acentuam o efeito estufa, a exemplo do di6xido de carbono (SHUBA e KIFLE, 2018).
A necessidade de trilhar caminhos mais sustentdveis com um desenvolvimento limpo a partir
de inovacdes verdes tem influenciado pesquisadores a buscarem opgdes para a producdo de
energia renovavel (SINGH et al., 2016). A busca por fontes de energia ambientalmente corretas
e competitivas vem ampliando o interesse no desenvolvimento de novas tecnologias capazes de
suprir a necessidade de combustiveis sustentiveis. E nessa perspectiva que as atencdes se
voltam para as microalgas como alternativa vidvel de biomassa, integrando a terceira geragao
de biocombustiveis (OLIVEIRA e SILVA, 2018).

Para tanto, as tecnologias de conversiao de biomassas em produtos com valor agregado
vém sofrendo renovacOes afim de atender a demanda e expectativas acerca desse assunto. As
atuais técnicas existentes e adaptadas no ramo energético que podem ser empregadas a

biomassa de microalgas podem ser categorizadas em trés bases, sendo reacional, bioldgica e

termoquimica, como pode ser observado no fluxograma da Figura 4.
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Figura 4 - Tecnologias de conversdo de biomassa em biocombustivel.
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Fonte: Amin (2009); Brennan e Owende (2010).

3.2.1 Reacio quimica

A produgdo de biodiesel pela reacdo de transesterificacdo € uma tecnologia consolidada
quando se trata de 6leos vegetais. Na presencga de catalisador, triglicerideos reagem com dlcoois
para produzir o biocombustivel (HOEKMAN et al., 2012). Quando se trata de microalgas, sdo
necessdrias adaptacdes. Inicialmente, sugere-se que a matéria-prima seja submetida a processos
de extra¢do utilizando solventes organicos para entio ser realizada a transesterificagao.

Outra alternativa é o processo conhecido como transesterificagdo in situ no qual as
etapas sao integradas diminuindo perdas e custos (DONG et al., 2013). John et al. (2017)
discutem a possibilidade da utilizacdo de enzimas na transesterificacdo in situ como uma
maneira ainda mais eficaz de produzir biodiesel, uma vez que esses catalisadores sio altamente
especificos e reduzem a formacdo de coprodutos durante a reacdo (GO et al, 2016). Mathimani
et al. (2015), afirmam que o biodiesel proveniente de microalgas ¢ um substituto plausivel para

o diesel convencional.
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3.2.2 Conversao bioquimica

Dentro dos processos bioquimicos de conversao, destacam-se a fermentagdo e a digestao
anaerébica. Segundo Didem et al. (2015), as microalgas sdo potenciais matérias-primas para
fermentagdo, pois chegam a apresentar 40% em massa de amido, um tipo de carboidrato de
reserva energética. Para chegar a fermentagcdo, a célula microalgal deve ser previamente
rompida para liberacdo dos carboidratos os quais seguem para o processo de hidrélise ou
sacarificacdo, afim de alcangarem forma monomérica fermentecivel (SIMAS-RODRIGUES et
al., 2015).

Além da producdo de etanol, as microalgas também apresentam potencial para a
producdo de metano e hidrogénio por digestdao anaerdbica. Caracteristicas como auséncia de
lignina e alta taxa de umidade, tornam as microalgas um bom material para esse tipo de processo

(VERGARA-FERNANDEZ et al., 2008).

3.2.3 Conversao termoquimica

A conversdo termoquimica € a alteracdo da estrutura quimica da biomassa quando
submetida a altas temperatura com o objetivo de produzir biocombustiveis. Os processos
térmicos de conversio que mais se destacam compreendem a gaseificacdo,
hidrotermoconversao e pirdlise, sendo os dois ultimos capazes de fornecer, além dos produtos
gasosos, produtos sélidos e liquidos.

A gaseificacdo converte combustiveis s6lidos ou liquidos em combustiveis gasosos
através da oxidagdo parcial dos materiais. Esse processo envolve uma série de reacdes de
natureza homogénea e heterogénea que resultam em gas de sintese. Segundo Woolcock e
Brown (2013), o gés de sintese pode ter diversas aplicagdes como a sintese de quimicos e
combustiveis.

A hidrotermoconversao € realizada em meio aquoso e exige dgua em condigcdes
supercriticas, j4 a pirdlise pode ser definida como a decomposicdo térmica de materiais
organicos na auséncia de agente oxidante (oxigénio), de forma a impedir a gaseificacao
intensiva da matéria (KLASS, 1998). Trata-se de um processo rapido, com tempo de residéncia

reduzido e consolidado na conversao de biomassas lignoceluldsicas.
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3.3  PIROLISE

A pirdlise é um processo endotérmico no qual os componentes principais da biomassa
sdo degradados sob temperaturas variantes entre 300°C e 600°C, gerando as fracdes sélida

(carvdo), liquida (bio-6leo) e gasosa como pode ser visto no esquema da Figura 5.

Figura 5 - Esquema de pirdlise para obten¢do de carvao, bio-6leo e gases ndo condensdveis.
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Fonte: Bridgwater et al, 1999.

As fracdes obtidas no processo sdo amplamente utilizadas industrialmente para a
producdo de combustiveis e solventes quimicos, por exemplo (LORA e ANDRADE, 2004;
ROY et al., 2017; BRIDGWATER, 2012; YAMAN, 2004). Os produtos de pirdlise possuem
alto valor energético e seu aproveitamento nessa vertente inclui cimaras de combustio, turbinas
e motores a diesel muito embora a sua utilizacdo direta, principalmente no dltimo caso, seja
limitada por caracteristicas inerentes ao processo (CHIARAMONTI et al., 2007; RADLEIN,
2010).

A pirdlise pode ser operada sob variadas condi¢des, de forma catalisada ou ndo,
caracterizando trés subgrupos classificatorios que levam em consideracdo o quao ripido o
processo acontece, podendo ser lenta, rapida ou flash. As condi¢des de processo empregada em
cada tipo de pirdlise determina a natureza do produto final (VARMA e MONDAL, 2017).

A pirdlise lenta, também conhecida como carbonizacdo, possui baixas taxas de

aquecimento (0,1-2°C/min), baixas temperaturas e longos tempos de residéncia. Neste
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processo, a fase solida € priorizada, € a técnica mais antiga utilizada na produgdo de carvao
vegetal (ANTAL e GRONLI, 2003; DHYANI e BHASKAR, 2018).

No processo de pirdlise rdpida, o reator € operado em temperaturas intermediarias,
variando de 300°C a 500°C. O principal produto € o bio-6leo, mas as outras fracdes também
sdo obtidas de forma proporcional havendo unidades que sdao acionadas apenas utilizando o
proprio carvao obtido (HORNUNG et al., 2011).

A pirdlise flash ou instantdnea é uma tecnologia avancada para a producao altamente
rentdvel do ponto de vista da fase liquida. Ao contrdrio da pirdlise lenta, as taxas de
aquecimento sdo altas bem como as temperaturas de operacdo que chegam a ultrapassar 700°C

(SABER et al., 2016).

3.3.1 Piroélise de microalgas

A utilizacdo de microalgas como matéria-prima para o processo de pirdlise tem
despertado interesse crescente nos ultimos anos e segundo Saber et al. (2016), o entusiasmo das
empresas na busca desse tipo de tecnologia vem estimulando pesquisas na drea, abrangendo
tanto a esfera industrial quanto a cientifica. Os mesmos autores trazem, em seu estudo, uma
relacdo, em ambito mundial, com as principais empresas envolvidas no desenvolvimento de
combustiveis provenientes de algas, hd um destaque evidente para os Estados Unidos que
aparecem com maior frequéncia como pode ser visto na Tabela 1.

Hong et al. (2017) estudaram a produgdo de gés de sintese a partir de diferentes
microalgas, via pir6lise utilizando micro-ondas, e concluiram que o género Chlorella favorece
a producdo de bio-6leo, enquanto o género Porphyra, por exemplo, mostrou-se adequado para
a producdo de gas. O interesse por informacdes de como aproveitar até os residuos das
microalgas levou Bui et al. (2016) a buscarem um aprofundamento cinético da pirdlise destes
residuos apds extracdo de lipideos da biomassa. A pirdlise dos residuos de microalgas é
considerada indireta, j4 quando a célula integral € utilizada € chamado de pir6lise direta.

Além dessas, ha a co-pirdlise, que envolve tipos diferentes de biomassa. Geralmente a
co-pirdlise é considerada uma opg¢ao para upgrading do bio-6leo obtido pois essa combinagao
de biomassas pode reduzir a formac¢do de compostos oxigenados, melhorando a qualidade do

produto (GUO et al., 2017).
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Tabela 1 - Relacdo de empresas representativas que comercializam combustiveis de algas.

Companhia Pais
Algae. Tec Austrélia
Algenol Estados Unidos
Aurora Algae Inc. Estados Unidos
Algae Link Holanda
ALG Western Oil Africa do Sul
AlgaFuel Portugal
BP Inglaterra
BRTeam Ira
Chevron Estados Unidos
DENSO Corporation Japao
Diversified Energy Estados Unidos
Eni Italia
Euglena Japao
Greon Bulgaria

Green Fuel Technologies
IHI Corporation
Inventure

Isuzu Motors

Estados Unidos
Japao
Estados Unidos

Japao

LiveFuels Estados Unidos
Neste Oil Finlandia
OilFox Argentina
Pond Biofuels Canada
Sapphire Energy Estados Unidos
Solix Estados Unidos
Total Franca

Varicon Aqua Solutions

Reino Unido

34  BIO-OLEO

O bio-6leo € o produto liquido proveniente do processo de pir6lise. Também conhecido

como alcatrao e 6leo bio-bruto, ele é constituido por um liquido bastante viscoso, de cor marrom
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e possui elevado valor energético. As propriedades fisico-quimicas do bio-6leo ndo sdo fixas
pois dependem do processo de pirdlise escolhido. Além disso, as caracteristicas da matéria-
prima também influenciam o produto final (AZIZI et al., 2017). Mesmo assim, a composi¢ao
basica de bio-6leo inclui hidrocarbonetos, acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, benzeno, fenol,
compostos oxigenados e nitrogenados (ISAHAK et al., 2012).

O bio-6leo produzido a partir de biomassa de microalgas apresenta algumas vantagens
em relacdo ao bio-6leo da biomassa lignoceluldsica. A exemplo da auséncia de lignina, que
facilita o processamento da matéria-prima, ademais, vale destacar que o teor de oxigénio no
produto é menor quando se utiliza biomassa de microalgas o que o torna mais estivel. Em
contrapartida, o teor de nitrogénio no bio-6leo é menor quando proveniente de biomassa

lignoceluldsica (AZIZI et al., 2017).
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4 METODOLOGIA

4.1  CULTIVO DE MICROALGAS
4.1.1 Inéculo e producio de biomassa
O in6culo foi preparado em caldo nutritivo sintético WC modificado proposto por
Guillard e Lorenzen (1972) e mantido por 5 dias sob aeracdo e luz artificial com alternancia de
12 h de claro e 12 h de escuro. A seguir, na Tabela 2, € apresentada a composicao do meio WC

utilizado.

Tabela 2 - Composi¢ao do meio WC.

Reagente Concentracao (g/L)
Cloreto de Calcio 0,06
Sulfato de Magnésio 0,07
Bicabornato de Sédio 0,03
Fosfato de Potassio Dibasico 0,02
Nitrato de Sodio 0,17
Silica Branca Tragos
Hidréxido de Sodio Tragos
EDTA Sédico Tracos
Cloreto de Ferro III Tragos
Sulfato de Cobre Tragos
Sulfato de Zinco Tracos
Cloreto de Cobalto II Tracos
Cloreto de Manganés 11 Tragos
Molibidato de Amodnio Tragos
Acido Bérico Tragos

4.1.2 Producio de biomassa rica em proteinas (BP)

Para a produc¢ado de biomassa rica em proteinas, foram adicionados 10 % de inéculo com

concentracdo média de 0,0051g/L de células para preparacdo, em triplicata, de 20 L de meio. A
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biomassa foi cultivada durante 10 dias, em recipientes de polipropileno de volume total de 50

L, sob luz natural com ilumina¢do média de 90 Klux e aeragcao continua de 0,75 vvm.

4.1.3 Producio de biomassa rica em carboidratos (BC)

A biomassa rica em carboidratos seguiu o padrdo inicial para a producdo de BP,
utilizando 10% de in6culo com concentragdao média de 0,026 g/L de células para preparacgao,
em triplicata, de 20 L de meio em recipientes de polipropileno de volume 50 L, sob luz natural
com iluminagao média de 84,6 Klux e aerag¢ao continua de 0,5 vvm. Apds o décimo dia, adotou-
se a estratégia de alimentacdo dos tanques com adic¢do de 10 g de carbono orgénico (glicose) e
100 mL do caldo nutritivo WC modificado com a deplec¢ao da fonte de nitrogénio. O cultivo
foi interrompido no 30° dia pois a producdo de biomassa rica em carboidratos exige que o tempo
de cultivo seja suficiente para que as microalgas entrem em fase estaciondria, onde ha o maior

acumulo de agucares na célula (Moura et al., 2006).

4.1.4 Producio de biomassa rica em lipideos (BL.)

A biomassa rica em lipideos seguiu o padrao inicial para a producao de BP, utilizando
10% de in6culo com concentracdo inicial média de 0,031 g/L de células para preparacdo, em
triplicata, de 20 L de meio em recipientes de polipropileno de volume 50 L, sob luz natural com
iluminacdo média de 91,3 Klux e aeracdo continua de 0,5 vvm. De forma semelhante ao cultivo
de BC, ap6s o décimo dia foi adotada a estratégia de alimentacdo dos tanques com adi¢do de
10 g de carbono organico (glicose) e 100 mL do caldo nutritivo WC modificado com a deplecdo

da fonte de nitrogénio, com a diferenca do tempo de cultivo que foi estendido para 45 dias.

4.1.5 Cinética do crescimento das biomassas

O comportamento da curva de crescimento da biomassa nos diferentes meios de cultivo
foi acompanhado através de andlises feitas em intervalos maximos de 72 h. Aliquotas foram
retiradas dos fotobiorreatores e analisadas em espectrofotometro com comprimento de onda
ajustado em 570 nm, obtendo-se a concentragdo da biomassa em g/mL (REDAELLI et al.,

2010). A Equacdo 1 foi utilizada para a determinac¢do da velocidade méxima de crescimento da
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da biomassa levando em consideracdo a inclinacido da tangente a curva de crescimento obtida

(SCHMIDELL et al., 2001).

ax

r=2 (1)

dt

4.2  SECAGEM DA BIOMASSA

As respectivas biomassas ricas em carboidratos (BC), lipideos (BL) e proteinas (BP)
foram decantadas e posteriormente centrifugadas a 10* g. Em seguida, as biomassas foram secas
em estufa de circulagdo de ar a temperatura de 60°C até adquirirem peso constante. As

biomassas foram armazenadas a temperatura ambiente em recipientes de vidro com tampa.

43  CARACTERIZACAO DAS BIOMASSAS

A caracterizacdo das biomassas foi realizada para cada cultivo com o intuito de
determinar seus perfis composicionais. Afim de avaliar as diferencas estatisticas entre as médias

de resultados obtidos o teste T foi aplicado.

4.3.1 Teor de proteinas

A determinagdo do teor de proteinas seguiu a metodologia sugerida por Lowry et al.
(1951). Para tanto, pesou-se 5 mg de biomassa previamente seca e macerada em um tubo
eppendorf. Em seguida foram adicionados 0,5 mL de dgua destilada e 0,5 mL de solugdo de
dodecil sulfato de sédio (preparada a 10% (m/v) adicionando 15 % (v/v) de glicerol e
completando 100 mL com dgua destilada). As amostras foram, entdo, homogeneizadas e,
posteriormente, incubadas em banho-maria fervente por 5 min. Ao retirar as amostrar do banho-
maria, as mesmas foram novamente homogeneizadas e seguiram para a centrifuga para separar
a biomassa do sobrenadante o qual foi diluido 30 vezes antes de seguir para a andlise
colorimétrica.

Para a andlise colorimétrica, trés solu¢des foram preparadas: a primeira dissolvendo 2g
de carbonato de s6dio em 100 mL de solugdo de hidroxido de s6dio 0,1 M, a segunda utilizando
25g de sulfato de cobre para preparar 50 mL de solucdo e a terceira contendo 0,5g de tartarato

de s6dio em 50 mL de dgua destilada.
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No momento da analise, cada amostra deve receber 4,5 mL de uma mistura entre as trés
solucdes considerando a seguinte proporcao: 100 volumes da primeira solu¢io, 1 volume da
segunda solu¢@o e 1 volume da terceira solu¢do. Em seguida, uma solugdo estoque de folin 2N
foi diluida em 4gua destilada usando a propor¢do 1:2 e cada amostra recebeu 0,5 mL dessa
solugdo diluida.

Com os compostos colorimétricos ja adicionados, as amostras foram homogeneizadas e
aguardaram 30 min para leitura a qual foi realizada em espectrofotdmetro SP-220 Biospectro
sendo o comprimento de onda de 750 nm.

A andlise completa foi feita em triplicata para cada amostra.

4.3.2 Teor de carboidratos

A determinagdo do teor carboidratos seguiu a metodologia descrita por Dubois et al.
(1956). O procedimento fez a extracdo do carboidrato da amostra com 5 mg de biomassa,
previamente seca e macerada, utilizando 2 mL de hidréxido de s6dio 1 N durante banho-maria
a 40°C com duracdo de 1h. Apds esfriar até temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada e
1 mL do sobrenadante foi pipetado sendo adicionado ao mesmo 500 uL de fenol 5% (m/v) e
2,5 mL de acido sulfirico concentrado.

Ap6s preparacdo, o tempo de reacdo de 10 min foi esperado para entdo agitar as amostras
e leva-las ao banho-maria a 30°C por 20 min. Com o resfriamento das amostras até temperatura
ambiente, a leitura foi feita em espectrofotometro SP-220 Biospectro sendo o comprimento de
onda de 490 nm.

A andlise completa foi feita em triplicata para cada amostra.

4.3.3 Teor de lipideos

A quantidade de lipideos que compde a biomassa foi determinada pela metodologia
proposta por Blight e Dyer (1959). Para tanto, pesou-se 50 mg da biomassa previamente seca e
macerada em tubo falcon onde foi adicionado 200 uL de 4dgua destilada, 2 mL de metanol e 1
mL de cloroférmio. A amostra foi agitada a cada 5 min durante o tempo total de 1 h. Em
seguida, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante coletado. A biomassa foi ressuspendida
utilizando 1 mL de metanol e 2 mL de cloroférmio, o procedimento de agitacdo a cada 5 min

durante o tempo total de uma h foi novamente realizado. Ao fim, o sobrenadante coletado

28



anteriormente foi adicionado a suspensao atual da biomassa e a mistura foi acrescentado 1 mL
de 4dgua destilada. Novamente a amostra foi submetida a centrifugacdo da qual resultou trés
fases: uma superior polar, a biomassa fica a0 meio e a inferior € a fase organica a ser coletada.
A mesma € transferida para placa de Petri vidro previamente pesada para entdao ser seca em
estufa a 60°C até peso constante com intuito de evaporar o solvente presente. A quantificacdo
de lipideos totais € feita por gravimetria.

A andlise completa foi feita em triplicata para cada amostra.

44  PIROLISE E EXTRACAO DO BIO-OLEO

O material foi pirolisado no Laboratério de Andlises de Compostos Organicos Poluentes
(LCP) situado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe. O processo
contou com pré-aquecimento do reator até temperatura de S00°C. A biomassa s6 foi depositada
no reator apos estabilidade da temperatura, sendo a pirdlise da mesma ocorreu em atmosfera
inerte de gds nitrogénio com fluxo de 5 ml/min. Apesar da reacdo acontecer de forma répida, o
reator sO foi desligado 1h apds a alimentacdo do reator ter sido efetuada. Apds o resfriamento
do sistema, o bio-6leo foi coletado juntamente com a dgua de pirdlise. Logo em seguida, o bio-
Oleo foi separado através de uma extracdo liquido-liquido com diclorometano. A pirdlise foi
repetida da mesma forma para cada biomassa com composicdo prépria. As pirdlises de BP e
BC foram realizadas em triplicata e a pirdlise de BL foi realizada em duplicata. A figura 6

apresenta um diagrama esquemadtico da configuracdo dos equipamentos utilizados na pir6lise.

Figura 6 - Diagrama esquemadtico dos equipamentos utilizados na pirdlise.

1-Cilindro de nitrogénio
, 2- Reator
B 3-Forno
4-Condensadores
5-Banho condensador
6-Saida de gases
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I‘ | \ |"\ | ‘\_\ /'
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Fonte: Santos et al., 2019.
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4.5  DETERMINACAO DO PERFIL DE BIO-OLEO

A cromatografia em fase gasosa (GC/MS) foi usada para caracterizar os bio-6leos
obtidos a partir das biomassas de Chlorella vulgaris provenientes de diferentes cultivos. As
andlises foram feitas em triplicata para os bio-6leos obtidos a partir de BP e BC e em duplicata
para o bio-6leo obtido a patir de BL. Antes da andlise, as amostras foram derivatizadas partindo
da pesagem de cerca de 10 mg do bio-6leo em vial de 1,5 mL, seguindo com dilui¢do até o
volume de 1 mL utilizando DCM. Dessa solu¢do, uma aliquota de 100 uL foi transferida para
outro vial, também de 1,5 mL no qual 50 uL de Piridina e 50 ul. do derivatizante N,O-
bis(trimetilsilil)tetrafluoroacetamida (BSTFA) e 800 uL de diclorometano foram
acrescentados. A solugdo foi homogeneizada e deixada em banho de areia de aproximadamente
60°C por um tempo de aproximadamente 45 min. Apds as amostras atingirem temperatura
ambiente, seguiram para andlise cromatografica.

As amostras de bio-6leo previamente derivatizadas foram analisadas usando um
cromatografo a gas modelo QP2010 Plus da marca Shimadzu, utilizando hélio (99,999% de
pureza) como gis de arraste a fluxo de 1 mL min™'. As condi¢des cromatogrificas para as

analises estdo descritas abaixo na Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢bes cromatograficas para andlise dos bio-6leos.

Parametros GC/MS
Coluna ZB-5MS - 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano
(60 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Split / Volume Injetado 1:20/ 1,0 uL
Temperatura do Injetor 280°C
Temperatura do Detector 300°C

Programacgdo da Rampa 100°C (2 min) — 2°C min™' — 120°C (5 min) — 2°C min’!
—160°C — 5°C min™! — 225°C (15 min) — 20°C min™' —
280°C (5 min)
Modo de operagado do Modo Scan, com ionizacdo de 70 eV
Espectro Massas

Tempo de Anélise 79,8 min
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Os compostos foram identificados utilizando o banco de dados da biblioteca NIST,
estabelecendo o perfil para cada bio-6leo e esses foram comparados com as respectivas
composi¢des iniciais das biomassas BP, BC e BL de C. vulgaris.

O teste estatistico T foi utilizado afim de avaliar as diferencas entre as médias dos

valores percentuais referentes as porcentagens dos grupos quimicos encontrados nos bio-6leos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1  CULTIVO E CINETICA DE CRESCIMENTO

Para os cultivos da microalga Chlorella vulgaris, foram aplicadas diferentes técnicas
combinando tempo, deplecdao e/ou adicdo de nutrientes para o estimulo de metabolismos
distintos da célula, resultando em biomassas com caracteristicas proprias tal qual suas curvas
de crescimento. As Figuras 7, 8 e 9 s@o imagens do aspecto visual de BP, BC e BL,

respectivamente.

Figura 7 - Aspecto visual da biomassa seca rica em proteinas (BP).

Figura 8 - Aspecto visual da biomassa seca rica em carboidratos (BC).

32



Figura 9 - Aspecto visual da biomassa seca rica em lipideos (BL).

Nota-se que a biomassa com menor tempo de cultivo apresenta-se com colora¢do mais
verde e a medida que o tempo de cultivo vai aumentando e as técnicas de nutri¢do sao aplicadas,
a coloracdo que se observa € mais amarelada. Quando ha abundancia de nutrientes, as células
alcancam maiores taxas fotossintéticas, apresentando maiores teores de clorofila. Com o inicio
da deplecao de fontes de nitrogénio, a producdo de moléculas energéticas como a adenosina
trifosfato (ATP) é prejudicada, prejudicando o metabolismo vinculado a fotossintese, e,
consequentemente diminuindo a quantidade de clorofila existente na célula uma vez que a
mesma ja ndo € necessdria em grandes quantidades. Segundo Ho et al. (2012), € nesse momento
que as rotas de producio de biomoléculas de acimulo energético sdo ativadas nas células sendo
o acumulo de lipideo, especificamente, inversamente proporcional as taxas fotossintéticas o que
justifica a coloragdo mais amarelada de BL.

A Figura 10 apresenta a cinética de crescimento da biomassa rica em proteinas (BP). A
curva mostra uma pequena fase de adaptacdo da célula, fase Lag, a qual pode ser justificada
pela preparacao do indculo em meio igual ao utilizado para o cultivo. Além disso, pode-se ver
claramente que o mesmo foi interrompido ainda na fase exponencial na qual a velocidade de
crescimento € maxima e para esse caso, atingiu 2,3 mg/L.dia. Ou seja, o cultivo foi encerrado
quando a produgdo celular estava em sua maior taxa (SCHMIDELL et al., 2001).

No geral, constata-se que cultivos de curta duracio com abundancias de nutrientes
resultam em células com alto teor proteico. O metabolismo microalgal necessita de um periodo
de adaptacdo, assim como qualquer outro microrganismo, seguido por um periodo de
crescimento no qual a produc¢do de novas células acontece com a maior velocidade no seu ciclo

de vida. A justificativa para a maior obtencdo de proteinas nessa fase é que as mesmas sao
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responsaveis por funcdes estruturais, regulacdo e transporte, por exemplo, o que € fundamental

para a formagdo de novas células (LEHNINGER et al., 2000).

Figura 10 - Curva de crescimento da biomassa rica em proteinas (BP).
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O actimulo de carboidratos e lipideos levam um pouco mais de tempo. A Figura 11 e a
Figura 12 apresentam a cinética de crescimento da biomassa rica em carboidratos (BC) e da
biomassa rica em Lipideos (BL), respectivamente.

As estratégias utilizadas no cultivo de BC levam a um comportamento de crescimento
diferente quando comparado as curvas de crescimento tradicionais. Ainda assim percebe-se que
a fase inicial, Lag, foi extremamente curta, seguida por uma expressiva fase exponencial de
curta duragdo e, ao inicio da deplecdo de nitrogénio e acréscimo de carbono organico, observa-
se um lento crescimento com oscilacdes ocasionadas pelos dias de alimentagdo dos tanques
com novos nutrientes, no entanto, o comportamento indica a fase estacionaria de crescimento
na qual as velocidades de producdo de novas células € praticamente igual a velocidade de morte
celular. Para esse cultivo, a velocidade maxima de crescimento apresentada na fase exponencial
foi de 4,3 mg/L.d.

As estratégias utilizadas para o cultivo de BL ndo diferem muito das utilizadas no cultivo
de BL exceto pelo tempo no qual as técnicas foram aplicadas, o que reflete na semelhanga
existente entre as curvas de crescimento obtidas para as duas biomassas e que pode ser

constatada ao se comparar a Figura 11 e a Figura 12.
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Figura 11 - Curva de crescimento da biomassa rica em carboidratos (BC).
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Assim como no cultivo para BC, a curva de crescimento para BL apresentou uma curta
fase Lag seguida de uma fase exponencial que durou, aproximadamente, até o oitavo dia de
cultivo. O crescimento lento, juntamente com as oscilagdes, também foi semelhante ao
comportamento da curva de BC, sendo que a velocidade maxima de crescimento atingido para
esse cultivo foi de 4,6 mg/L.dia, o que justifica o alcance de maior producdo de biomassa no

ultimo cultivo.

Figura 12 - Curva de crescimento da biomassa rica em lipideos (BL).
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Segundo Moura et al., (2006) para que os carboidratos comecem a ser acumulados
eficientemente, o cultivo deve atingir o estado estaciondrio de crescimento, o que pode ser
observado na curva apresentada pela Figura 11. O que nio é muito diferente para lipideos como
pode ser visto na Figura 12, isso acontece porque o acimulo de moléculas energéticas apresenta
similaridade em grande parte do seu caminho metabdlico.

Douskova et al. (2009) afirmam que a deplecdo de nutrientes a base de nitrogénio e
fosforo pode diminuir a producdo de proteinas e favorecer as rotas metabdlicas para a producao
de maiores quantidades de carboidratos e lipideos. Nitrogénio e fésforo compreendem os
elementos essenciais para a produc¢do de adenosina trifosfato, ATP, e a limitacdo desses
elementos prejudica a sintese de proteinas na célula. Consequentemente, a deficiéncia em ATP
afeta as funcdes celulares e direciona 0 metabolismo para o acumulo de carboidratos e lipideos
(MARKOU, 2012).

Siaut et al. (2011) afirmam que hd uma competicdo metabdlica para a produgdo desses
dois compostos, porém o que se observa € que a sintese de carboidratos ocorre primeiro que a
de lipideos, o que justifica o comportamento metabodlico observado por BC e BL, sendo essa
cultivada por um maior espago de tempo com deplecdo de nitrogénio resultando no maior teor
de lipideos dentre as biomassas obtidas, refor¢cando o que afirma a literatura.

Os dois cultivos atingiram a fase estaciondria e sofreram estresse com a deplecdo de
nitrogénio. A primeira resposta metabdlica foi a produgdo acentuada de carboidratos, com
posterior acimulo de lipideos pelo prolongamento do tempo de cultivo. Esse aumento de
carboidratos e lipideos nas células microalgais esta relacionado ao processo de fixacdo de
diéxido de carbono durante o ciclo de Calvin no processo fotossintético, o que indica a
necessidade de manter as células sob excesso desse composto para maior eficicia na producdo

e armazenamento dessas biomoléculas (BARBOSA e TORRES, 1998).

52  CARACTERIZACAO DAS BIOMASSAS

O estimulo das células microalgais através do tempo de cultivo e estresse nutricional
proporcionou a produc¢do de células com diferentes composicoes.

A Tabela 4 expressa a composi¢ao celular obtida para as trés biomassas cultivadas (BP,

BC e BL) e para os estudos de Zainan et al. (2018) e Maliutina et al. (2018). Os teores

apresentados demonstram que pode haver uma grande variabilidade no actimulo de
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biomoléculas nas células de C. vulgaris, o que depende diretamente das circunstincias e
técnicas de cultivo.

Os teores de proteinas obtidos para BP, BC e BL ap6s cultivos de 10, 30 e 45 dias
respectivamente apontam que o periodo no qual a mdxima quantidade dessa biomolécula é
produzida encontra-se na fase exponencial do crescimento microbiano. Como pode ser visto na
Tabela 4, os valores de proteinas para o presente estudo sao 43,69% para BP, 28,11% para BC

e 8,30% em BL, sendo essas porcentagens estatisticamente diferentes.

Tabela 4 - Composicao percentual da célula de Chlorella vulgaris obtidas em diferentes
estudos. As biomassas BP, BC e BL representam composi¢do majoritdria em proteinas,

carboidratos e lipidios, respectivamente.

Composicao Nosso estudo Zainan et Maliutina et
(%) BP BC BL al. (2018) al. (2018)
Proteinas 43,69 28,11% 8,30 54,70 56,44
Carboidratos ~ 27,83% 44,39% 44,68% 19,20 17,30
Lipideos 10,00 11,00™ 34,00¢ 25,70 12,40

*Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa e letras diferentes indicam que ha

diferencga significativa entre as médias segundo o teste T.

Todos os valores obtidos foram inferiores aos apresentados por Zainan et al. (2018) e
Maliutina et al. (2018). Esses utilizaram em seus estudos Chlorella vulgaris de origem
comercial enquanto Zainan et al. (2018) fizeram cultivo da biomassa da mesma espécie em
meio contendo nitrato, fosfato, citrato, metais e vitaminas por um periodo de 14 dias. A variagdo
temporal na interrupc¢do dos cultivos pode ser a razdo da diferencga entre o0 madximo encontrado
neste estudo e o apresentado pela literatura na Tabela 4 uma vez que a base nutricional utilizada
foi bastante semelhante a do presente estudo.

Se tratando de carboidratos, os teores obtidos foram 27,83% para BP, 44,39% para BC
e 44,68% para BL. Ap0és teste estatistico T, pode-se afirmar que s6 ha diferenca significativa
para o teor obtido em BP, sendo os teores de BC e BL valores estatisticamente iguais. Sendo
assim, quando o objetivo € a produgdo de carboidratos, pode-se utilizar tanto o cultivo de BC
ou de BL, porém como o tempo utilizado na producdo de BC € reduzido, obter carboidratos por

essa opcao torna-se mais vidvel pela maior produtividade. Ao observar a Tabela 4, nota-se que
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todos os teores apresentados neste estudo s@o maiores que os descritos por Zainan et al (2018)
e Maliutuna et al. (2018).

Em relacao aos lipideos, os valores obtidos foram 10% para BP, 11% para BC e 34%
para BL, valor esse superior inclusive ao obtido por Zainan et al. (2018) que chegou a apresentar
o dobro de teor lipidico quando comparado ao alcancado por Maliutina et al., (2018).

Pelo teste estatistico, constata-se que ndo ha diferenca significativa entre os teores
apresentados por BP e BC, indicando que € crucial que haja maior tempo de privacdo de
nitrogénio para que a célula produza e armazene lipideos de forma eficaz. O que se observa é
que ha uma variacdo substancial para os valores caracteristicos de cada cultivo, o que indica
que as condi¢des nas quais as células sdo cultivadas interagem entre si para o estimulo ou
inibicio dos metabolismos responsdveis pela sintese e armazenamento de diferentes
biomoléculas.

Como a auséncia de nitrogénio pretere a produgdo proteica, a produtividade da biomassa
foi mantida com o estimulo do metabolismo heterotréfico através da adi¢do de carbono
organico como indicado por Derner et al. (2006). Além disso, Ho et al. (2011) descrevem que
quanto maior o periodo de privacdo de nitrogénio ao qual a microalga é exposta, maior € o
actimulo lipidico em suas células.

No presente estudo, elevados valores para o teor de carboidratos foram obtidos em BC
e BL e, ainda, com a extensdo de tempo de cultivo de BL, uma biomassa também rica em
lipideos, chegando a atingir 34% em sua composi¢ao, o que corrobora com o fato de que quanto

maior o periodo de deple¢do de nitrogénio, maior o acumulo de lipideos.

53  PERFIL DE BIO-OLEO

Conforme discutido anteriormente, a microalga C. vulgaris € majoritariamente
composta por lipideos, carboidratos e proteinas assim como as demais microalgas. Cada um
desses componentes celular (proteinas, carboidratos e lipideos) possui degradagdo caracteristica
quando submetidos a pirdlise, sendo assim, a producdo de biomassas com diferentes
quantidades desses compostos retorna bio-6leos com perfis proprios.

Segundo Yang et al. (2019) cada um desses componentes contribui diferentemente para
a composi¢ao do produto pirolitico uma vez que eles também interagem entre si. Isso significa
que mesmo com condi¢des de pirdlise fixas, as caracteristicas da matéria-prima influenciam

diretamente no perfil e qualidade do bio-6leo produzido. Os cromatogramas referentes a cada
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um dos bio-6leos obtidos a partir da pirdlise das biomassas BP, BC e BL sdo apresentados na

Figura 13.

Figura 13 - Cromatogramas dos bio-6leos provenientes de BP (A), BC (B) e BL (C).
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Os perfis distintos das biomassas, apresentados no item 5.2, geram bio-6leos com

caracteristicas também distintas, seja pelos compostos que estdo representados nos

cromatogramas ou pela intensidade dos picos nos mesmos. Isso indica que, além do perfil da
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biomassa influenciar nos compostos constituintes do bio-6leo, ele também influenciard o
quanto cada composto serd produzido durante o processo de pirdlise.
As substancias identificadas nos bio-6leos a partir da anélise de GC/MS foram separadas

em categorias a partir de suas caracteristicas quimicas e estao representadas no grafico da Figura

14.

Figura 14 - Grafico comparativo das composi¢des médias dos bio-6leos provenientes das
biomassas com maior teor de proteinas (BP), biomassa com maior teor de carboidratos (BC) e

biomassa com maior teor de lipideos (BL).
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Como as células, principalmente, de BP e BC possuem porcentagens considerdveis de
proteinas, era esperado que os compostos nitrogenados aparecessem de forma mais expressiva.
Porém, os bio-6leos provenientes de BP, BC e BL apresentaram 2,01%, 0,73% e 0,16% em
compostos nitrogenados, respectivamente. Os valores obtidos concordam com o teor de
proteinas da biomassa, uma vez que BL apresentou o menor percentual e BP o maior.

A baixa porcentagem de compostos nitrogenados nos leva a acreditar que os
aminodcidos presentes nas proteinas da célula microalgal estudada possuem cadeias laterais
que podem ser separadas do radical nitrogenado durante as reacdes para formar uma diversidade
de compostos. Segundo Yang et al. (2019) as reacdes envolvendo os aminodcidos presentes na
biomassa durante a pirdlise podem incluir desaminacdo, metilagdo, desidratagdo,

descarboxilagdo e dimerizagdo.
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A biomassa rica em proteinas, BP, além de deter a maior porcentagem de compostos
nitrogenados, também apresentou maior variabilidade do mesmo, a exemplo do 3-
pyridinecarbonitrila e  N-(2-methylphenyl)-3-trimethylsilyloxybut-2-enamida que sdo
encontrados apenas no bio-6leo da amostra de BP (Apéndice A).

Os estudos revelam que quanto maior a quantidade de proteinas existente na matéria-
prima, maior € a expressdo dos componentes nitrogenados no bio-6leo formado, como a
presenca dos inddis, pirrdis e nitrilas. Esse fato pode ser verificado no estudo realizado por
Chagas et al. (2016) utilizando biomassa de Spirulina sp. com grande carga proteica.

Em relacdo aos hidrocarbonetos, a Figura 14 revela que estes possuem maior
representatividade percentual em todos os bio-6leos analisados. As quantidades sdo de 37,68%,
45,10% e 58,47% para os bio-6leos provenientes de BP, BC e BL, o qual possui média, segundo
o teste T, estatisticamente diferente dos dois primeiros.

Os valores da caracterizacdao das biomassas apresentados na Tabela 4 demonstram que
associar apenas lipideos a produgdo de hidrocarbonetos é um equivoco. BL apresenta 34% em
lipideos e 58,47% de hidrocarbonetos em seu bio-6leo. Enquanto que o bio-6leo com 45,10%
de hidrocarbonetos € proveniente de BC, biomassa esta que apresenta apenas 11% de lipideos.

Estudos descritos por Maher e Bressler (2007) indicam que a pirdlise de triglicerideos
apontaram como produtos os hidrocarbonetos, cetonas, 4cidos carboxilicos e ésteres. As
reacoes sofridas pelos lipideos durante o processo de pirdlise incluem hidrdlise,
descarboxilagdo, descarbonilacdo e desoxigenacao. Essas transformacdes dao origem a acidos
graxos, cetonas, dcidos, aldeidos e oleofinas que por sua vez podem sofrer aromatizagdo,
contribuindo para a formacdo da por¢do aromdtica do o6leo (Yang et al, 2019;
Sotoudehniakarani et al., 2019; Maher e Bressler, 2007).

J4 Wang et al. (2017) isolaram a porcao lipidica da microalga Nannochloropsis sp. e
apos termoconversdo, identificaram um bio-6leo rico em hidrocarbonetos alifaticos, acidos
carboxilicos e ésteres. Contudo, apesar de ser um dos componentes precursores dos
hidrocarbonetos durante a pirdlise, os lipideos ndo sdo os Unicos, o que permite inferir que os
carboidratos e proteinas também estdo diretamente relacionados com a produgdo desses
compostos.

Além disso, € importante observar que, apesar de os lipideos produzirem
hidrocarbonetos, também podem dar origem a outros compostos como pode ser constatado na
literatura e nos dados comparativos apresentados na Figura 14. Tal afirmativa também pode ser

estendida a proteinas e carboidratos.
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Segundo Yang et al. (2019), a contribuic¢do dos carboidratos presentes nas microalgas é
na formacdo de hidrocarbonetos e compostos furfurais a partir de reagdes de hidrélise e
desidratacdo. Do mesmo modo, Sotoudehniakarani et al. (2019) associaram a degradacdo dos
carboidratos da sua matéria-prima durante a pirélise a formacao de um bio-6leo rico em cetonas,
furanos e compostos de baixa massa molar como o anidrido acético.

A degradacdo térmica proveniente da pir6lise ndo ocorre somente de forma separada
por componente. Durante o processo, ha vérias interacdes entre os componentes da biomassa,
resultando em reacdes secunddrias. E justamente por isso que os componentes formados nos
processos de pirdlise sdo tdo complexos. A presenca de cetonas, dlcoois, fendis, dcidos
carboxilicos, hidrocarbonetos e compostos nitrogenados nao podem ser associados a um tnico
precursor. As reacdes na termoconversdao sdo complexas e envolvem interagdes entre 0s
componentes das microalgas (Zhang et al., 2016).

A destinagdo de cada bio-6leo depende diretamente da sua composi¢cdo. Muito embora
todos os bio-6leos obtidos nesse estudo apresentem um maior percentual de hidrocarbonetos,
destacam-se os bio-6leos provenientes de BC e BL, os quais tornam-se muito interessantes para
a producgdo de combustiveis bem como afirmam Li et al (2008) e Wang et al. (2017).

No entanto, ha outros compostos que podem ser utilizados em industrias quimicas. O
bio-6leo proveniente de BP, por exemplo, hd uma maior expressdo de acidos carboxilicos,
dlcoois e nitrogenados quando comparado com BL e BC. Segundo Yang et al. (2019) essas
substancias podem ter direcionamento industrial para producdo de solventes, farmacos,

agroquimicos, fungicidas e a obten¢@o de outros compostos organicos.
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6 CONCLUSAO

A manipulacdo de tempo de cultivo e estresse nutricional permitem que as células da
microalga Chlorella vulgaris acionem metabolismos para a sintese e acimulo de biomoléculas
especificas, promovendo a formagdo de uma biomassa com diferente composi¢ao centesimal.

A composicdo da microalga utilizada como matéria-prima no processo de pirdlise influi
no perfil de bio-6leo obtido tanto em relacdo aos seus compostos como nas quantidades dos
mesmos ha composicao geral do bio-6leo.

O estudo revela que € possivel fazer uma associacdo direta entre o perfil da composicao
celular com a composicdo do bio-6leo processado, facilitando assim o direcionamento para a

aplicabilidade do bio-6leo em diversas dreas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

. Acoplamento de dispositivo para coleta da fragdo gasosa ndo

condensdvel gerada pela pirdlise para posterior andlise e estudo;

. Estudo da fragdo sélida produzida (carvao);

. Aplicagao dos bio-6leos produzidos;

. Estudo da influéncia da variacdo de parametros da pirdlise;

J Estudo da influéncia da utilizacao de diferentes catalisadores no perfil do

bio-6leo obtido.
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APENDICE A — Tabela de compostos identificados por CG/MS para os bio-6leos
provenientes de BP, BC e BL.

TR Composto BP BC BL
7.086 Bicyclo[3.1.1]heptan-2-one 208688 | 324560 | 408739
7.313 Cyclopropane, octyl- 88943 69512 | 157309
7.575 1,6-Heptadiene 89394 24464 | 134875
Butanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-,
7.714 trimethylsilyl ester 0 82717 | 155270
3-Oxaspiro[5.5]undecane-1,5-dione, 4-
7.847 methyl-3-phenyl- 112436 | 45104 | 98015
1-Cyclohexene-1-carboxaldehyde, 5,5-
7.915 dimethyl-3-oxo0- 124312 | 78713 92790
8.015 Pentanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 0 49625 | 122646
8.135 2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 154170 | 266416 | 328399
8.218 Benzeneethanol, .beta.-ethenyl- 0 45016 47264
8.299 Cyclopropene, 1-butyl-2-ethyl- 0 22766 50657
8.429 Silane, trimethylphenoxy- 1453330 | 860808 | 724155
8.633 Benzene, (2-methylpropyl)- 105261 | 138311 | 134440
8.777 2-Cyclopenten-1-one, 2,3,4-trimethyl- 89760 116343 | 170945
8.842 Benzene, 1,3-diethyl- 0 20332 0
8.879 3-Pyridinecarbonitrile 42376 0 0
8.994 Benzeneacetaldehyde, .alpha.-methyl- 50678 97064 | 128007
9.191 2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl- 111039 | 102645 | 133556
2-Methyl-3-(3-methylenebicyclo[3.2.1]oct-6-
9.272 en-8-yloxy)cyclohex-2-enone 0 18879 0
9.348 3,3'-Bithiophene 52059 0 0
9.459 1-Dodecene 456934 | 616424 | 1126367
9.540 2-Bromo-3-chloropropene- 1 32505 69009 0
9.627 1-Nonyne 68414 | 110837 | 169494
9.727 Dodecane 373062 | 597271 | 711117
9.894 2-Undecene, (E)- 272171 | 267327 | 672768
10.050 Cyclohexane, (1-methylethylidene)- 31892 69141 78649
10.233 3-Dodecene, (Z)- 51383 83883 | 307613
10.359 | 1-Piperidineacetamide, N-(3-chlorophenyl)- | 27539 0 0
10.527 Cyclohexaneethanol 0 0 46990
10.621 5-Undecyne 51833 71003 | 222937
10.800 1H-Imidazole, 1-methyl- 29052 0 34912
10.898 Silane, trimethyl(1-methylethoxy)- 27424 28948 | 108754
11.010 Silane, trimethyl(2-methylphenoxy)- 340683 | 315294 | 307036
11.122 Bicyclo[2.2.2]octane, 2-methyl- 180794 | 131481 | 124745
11.197 Cyclopentene, 1-hexyl- 0 0 121643
11.325 Silane, trimethyl(4-methylphenoxy)- 288235 | 275888 | 275728
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L-Proline, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl

11.427 ester 0 54167 43776
11.463 Cyclopropane, 1,1'-methylenebis- 0 0 60532
11.581 Silane, trimethyl[(1-methyloctyl)oxy]- 31478 45193 | 194788
11.719 Silane, trimethyl(3-methylphenoxy)- 804797 | 408426 | 455652
11.855 1-Octanone, 1-(2-furanyl)- 0 40366 93093
11.973 Benzene, 1-butynyl- 62332 | 143381 | 137065
12.086 Benzene, (3-methylbutyl)- 76670 | 136010 | 305699
12.226 1H-Indene, 3-methyl- 30456 74894 81906
2-Propenoic acid, 2-methyl-, oxiranylmethyl
12.282 ester 0 22655 0
12.423 4-Heptanol 30505 22399 | 45685
12.518 Benzene, (1,2-dimethylpropyl)- 33422 46654 93923
12.629 2-(3-Chloropropyl)-1,3-dioxolane 49161 43169 0
13.002 1-Hexene, 2-methyl- 41820 0 55497
13.275 1-Undecene 395546 | 465214 | 897924
13.502 Cyclopentane, (2-methylpropyl)- 0 0 199809
Bicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxylic acid (4,5-
13.543 dimethyl-thiazol-2-yl)-amide 54329 93428 0
13.660 Dodecane 351322 | 469494 | 682275
13.766 2-Ethylphenol, trimethylsilyl ether 96493 53922 63516
13.843 Silane, (1,1-dimethylethoxy)trimethyl- 71436 31030 0
13.906 2-Dodecene, (Z)- 80237 121188 | 215646
Hexadecanoic acid, (2-phenyl-1,3-dioxolan-
14.417 4-yl)methyl ester, cis- 233873 | 182602 | 232167
14.506 Butane, 1,4-diiodo- 0 88372 0
14.961 Cycloundecene(Z) 0 32735 | 200153
15.091 Silane, (2,4-dimethylphenoxy)trimethyl- 50295 39824 | 48539
15.187 | 2,3-Dimethylphenol, trimethylsilyl ether 254045 | 165266 | 152588
15.296 3-Pentanol, 2,4-dimethyl- 0 0 69393
1,3-Benzodioxole, 2-acetyl-4-methoxy-2-
15.438 methyl- 29565 0 0
15.773 Pentane, 2-methoxy-2,4,4-trimethyl- 0 0 85090
15.879 (3,5-Dimethylphenoxy)(trimethyl)silane 245595 | 71815 90648
15.976 (2,5-dimethylphenoxy)trimethyl-Silane 0 45532 87887
16.083 Benzenepropanenitrile 316274 | 66513 54063
Pentanoic acid, 2-[(phenylmethoxy)imino]-,
16.291 trimethylsilyl ester 30946 0 0
16.362 Benzoic acid trimethylsilyl ester 37895 0 76304
16.567 2-Heptyne-4-one 0 0 36409
16.644 Ethanone, 2-(acetyloxy)-1-phenyl- 67842 0 0
16.701 (3,4-dimethylphenoxy)trimethyl-Silane 0 36687 74587
16.733 2,4-Dodecadiene, (E,Z)- 0 0 46165
17.058 1,1'-Carbonyldiimidazole 0 0 41597
Acetic acid, (m-methoxyphenyl)-,
17.255 trimethylsilyl ester 89133 0 0
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17.301 Silane, (2,6-dimethylphenoxy)trimethyl- 0 70255 163266
2-Oxobicyclo(3.2.2)nona-3,6-dien-1-yl
17.737 benzoate 0 0 51511
17.848 Trisulfide, dipropyl 61468 0 0
Silane, trimethyl[(4-methylcyclohexyl)oxy]-,
18.155 trans- 0 42341 0
18.335 9H-Purine, 9-(trimethylsilyl)- 27984 0 0
18.517 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1) 127511 0 0
18.629 Trimethylsilyl ether of glycerol 629565 | 220004 | 695189
18.851 2-Hydroxypyridine 27981 0 0
19.056 3-Tetradecene, (Z)- 268752 | 260257 | 702540
Butan-1-one, 4-chloro-1-(1,2,3,4,4a,9b-
hexahydro-2,8-dimethylpyrido[4,3-b]indol-5-
19.191 yl)- 0 0 51527
19.274 1-Hexanol, 4-methyl- 86111 0 0
19.322 Cyclobutane, 1,2,3,4-tetramethyl- 0 0 44490
19.495 Indole 0 19288 0
19.589 Hexadecane 317965 | 429738 | 923180
19.845 Trimethylsilyl bromoacetate 59677 | 111146 0
19.916 3-Octene, 2,6-dimethyl- 0 0 76956
20.436 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 60571 33768 34915
21.689 Silane, (diphenylmethyl)trimethyl- 0 35048 0
Cyclobutanecarboxylic acid, 3-methylbut-2-
22.718 enyl ester 0 0 61613
22.894 (Methoxymethyl)trimethylsilane 101693 | 71348 92727
23.167 1-Hexanol, 5-methyl- 65506 0 0
23.793 Propanoic acid, 1-methylethyl ester 57698 24026 54232
23.949 Toluene 0 0 46709
24.337 Benzene, (1-methyldodecyl)- 0 41713 37917
25.160 Biphenyl 1881488 | 2520876 | 1912081
25.459 4-Hexen-2-one, 3-methyl- 30322 0 41751
Silanamine, N,1,1,1-tetramethyl-N-[1-
methyl-2-phenyl-2-
25.591 [(trimethylsilyl)oxy]ethyl]-, [S-(R* R*)]- 39055 0 0
25.728 1-Tridecene 306503 | 347308 | 1265489
25.922 Oxirane, methyl-, (S)- 0 0 44132
26.257 | Sulfurous acid, 2-ethylhexyl isohexyl ester | 278143 | 346114 | 658260
26.584 Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl- 0 0 60949
29.043 | 2,3-2H-Quinolin-2-one, 3,3,4,7-tetramethyl- | 1141792 | 285668 | 263248
29.510 Cyclopentane, (1-methylethyl)- 0 0 79831
29.932 3,4-Nonadiene 0 0 82957
30.734 | Acetic acid, 1,4-dimethylpent-4-enyl ester 0 0 60918
31.944 (S)-(+)-6-Methyl-1-octanol 0 0 62910
32.277 3-Hexadecene, (Z)- 363190 | 488622 | 2009845
32.505 Pentanal, 2-methyl- 0 0 73138
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32.772 Hexadecane 1017263 0 1679231
32.801 Tetradecane 0 911311 0
33.078 Cyclopropane, octyl- 44455 52915 | 157971
33.774 Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl- 0 0 75663
34.694 1H-Indole, 3-methyl-1-(trimethylsilyl)- 82555 0 0
36.017 Heptylcyclohexane 0 0 138869
37.212 Cyclohexene, 3-nonyl- 0 0 111319
37.338 7-Dodecenol 0 0 59023
37.478 Benzene, (1,3-dimethylbutyl)- 0 0 41300
37.569 3,4-Nonadiene 0 0 62462
37.688 1-Tridecyn-4-ol 0 0 41587
38.392 3-Octadecene, (E)- 163346 | 179548 | 449782
38.642 Pentanal, 2-methyl- 0 0 38702
38.787 Heptadecane 213030 | 273447 | 430717
39.032 Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl- 43125 20046 86597
N-(2-Methylphenyl)-3-trimethylsilyloxybut-

40.593 2-enamide 41147 0 0
41.077 Butanoic acid, 1,1-dimethylethyl ester 37830 0 0
41.366 Silane, trimethyl(1-methylethoxy)- 42507 0 0
41.956 5-Dodecenol 0 0 252286
42.092 | Bicyclo[2.2.1]heptan-2-one, 1,3,3-trimethyl- 0 0 47327
42.218 (R)-(-)-(Z)-14-Methyl-8-hexadecen-1-ol 0 57687 | 499476
42.466 1-Tridecanol 29052 47882 | 266046
42.664 1-Butyne, 3-methyl-3-(1-methylethoxy)- 0 0 35280
42.810 9-Eicosene, (E)- 158486 | 257552 | 612104
42918 1-Hexyl-2-nitrocyclohexane 29627 0 48740
43.100 Nonane, 3-methyl-5-propyl 0 569128 0
43.077 Eicosane 632603 | 29888 | 753684
43.251 1-Undecene, 9-methyl- 29328 0 70235
43.334 Ethanol, 2-(trimethylsilyl)- 0 0 39049
43.685 Methyl 2-hydroxydodecanoate 0 0 44393
44.062 (Z2)-Bis-1,2-(trimethylsilyloxy)ethylene 27538 0 0
44.169 1-Nonanol, 4,8-dimethyl- 186843 | 72202 | 188020
44.275 Propane, 2-nitro- 29880 0 0
45.353 1-Trimethylsilyloxytetradecane 0 22473 78523
45.624 1-Hexyl-2-nitrocyclohexane 0 0 43159
45.821 (S)-(+)-6-Methyl-1-octanol 0 0 87168
45.908 Benzene, (1,3-dimethylbutyl)- 0 21582 64053
45.986 1-Decene, 8-methyl- 50315 0 0
46.124 2-Decene, §-methyl-, (7)- 57805 39536 | 103109
46.330 Heptadecane 126863 | 130444 | 197296
46.474 Azelaic acid, bis(trimethylsilyl) ester 37585 0 140553
47.324 1-Decene, 8-methyl- 134331 0 38298
47.459 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 361724 0 0
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47.641 CCC 440181 | 61228 | 136643
48.154 1-Trimethylsilyloxypentadecane 0 33601 0
48.572 1-Dodecyn-4-ol 0 0 48675
47.769 Tetradecanoic acid, trimethylsilyl ester 108994 0 0
47.950 Butanoic acid, 3-(methylthio)- 27435 0 0
48.596 Pentadecanal- 154470 0 0
48.854 1-Pentanol, 4-methyl-2-propyl- 45558 20608 | 105426
49.090 2-Nonadecanone 1416346 | 636871 | 1186166
49.173 Dodecanoic acid, 2-hexen-1-yl ester 69031 0 0
49.671 Undecanoic acid, methyl ester 71169 18329 40862
50.226 3,3-Dichloropropyne 26967 38525 0
1H-Indole, 1-(trimethylsilyl)-3-[2-
50.314 [(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 41136 0 0
50.538 Silane, (hexadecyloxy)trimethyl- 57604 | 320581 | 147577
51.306 1-Decene, 8-methyl- 61330 0 57691
51.457 Tridecane, 1-iodo- 107858 | 59897 | 144454
52.743 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 1528593 | 155202 | 619867
53.118 1-Trimethylsilyloxyheptadecane 0 40175 0
53.709 1-Heptadecyne 0 0 89651
53.792 1-Pentanol, 4-methyl-2-propyl- 52186 0 69221
53.892 cis-3-Hexenyl iso-butyrate 57891 0 86958
54.056 1-Pentanol, 4-methyl-2-propyl- 38858 0 84318
54.157 Bicyclo[4.1.0]heptane, 3-methyl- 71421 0 0
54.233 Borane, diethyl(decyloxy)- 69147 28193 | 136613
54.331 Methyl cyclohexanepropionate 65747 0 0
54.452 2-Decanone 204677 | 92590 | 161847
Silane, trimethyl[[5-methyl-2-(1-
55.588 methylethyl)cyclohexyl]oxy]- 39986 0 0
56.939 Phytol, trimethylsilyl ether 2204666 | 568415 | 868424
57.409 Methyl 2-hydroxydecanoate 29356 0 0
57.625 Acetyl valeryl 62526 22724 67747
58.445 | 11-cis-Octadecenoic acid, trimethylsilyl ester | 109526 0 135239
59.493 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 176359 0 94635
61.958 3,5-Dimethyl-4-octanone 60057 0 49419
66.548 Nonane, 1-iodo- 65492 0 54765
68.449 Dichloroacetic acid, heptadecyl ester 73062 36120 86147
68.533 Sulfurous acid, hexyl octyl ester 76629 30613 | 132522
69.514 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 206929 0 84037
2-(2'4'4',6',6',8'",8'-Heptamethyltetrasiloxan-
2'-yloxy)-2,4,4,6,6,8,8,10,10-
69.847 nonamethylcyclopentasiloxane 61024 0 73041
70.293 1,2-Dodecanediol 36308 0 90576
70.376 | Sulfurous acid, 2-ethylhexyl isohexyl ester | 68899 0 97312
Hexadecanoic acid, 2,3-
70.435 bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 167959 0 138462
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71.815 Propane, 1,1-dimethoxy- 27992 0 0
72.247 n-Tetracosanol-1 192783 0 406502
72.328 Nonane, 5-methyl-5-propyl- 76074 0 180849
72.563 Hexasiloxane, tetradecamethyl- 61827 0 0
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