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RESUMO

As microalgas sdo um grupo diversificado de microorganismos quanto a sua
composicdo quimica, desse modo apresentam inumeras aplicacdes biotecnologicas
por serem excelentes fontes de proteinas, carboidratos, carotenos e acidos graxos.
Mais recentemente, tem-se avaliado o potencial de extracdo de lipideos de
microalgas para producdo de biodiesel. A producdo de biodiesel de microalgas
consiste em varias etapas, dentre elas, a extracdo de Oleo apresenta-se como
desafio para o desenvolvimento deste biocombustivel. Diante disso, este trabalho
teve por objetivo geral obter acidos graxos da biomassa Umida de microalgas
através da saponificacdo, alternativa aos processos gque requerem biomassa seca e
sucessivas extracfes com solventes organicos. Para isso, foram cultivados 2 lotes
de biomassa de microalgas do género Scenedesmus em sala de cultivo, e 2
cultivados em fotobiorreator tubular externo com capacidade para 10 m* de cultivo. A
separacao da biomassa foi realizada por floculacdo pela adicdo de solugcdo aquosa
NaOH 3mol.L™. A extracdo por saponificacdo a partir da biomassa Gmida ocorreu na
presenca de uma solucdo alcodlica de etanol e KOH segundo um planejamento
fatorial com trés variaveis: volume de etanol, umidade da amostra e concentracdo
do &lcali, e dois niveis. Foram extraidos lipideos totais dos lotes pelos métodos
classicos: a frio, segundo descrito por Bligh e Dyer (1959) e a quente, segundo
Soxhlet (1879). Os extratos obtidos por todas as metodologias foram submetidos a
esterificacdo pelo método de Harman e Lago (1973) modificado, e o0s ésteres
submetidos a andlise por cromatografia de fase gasosa para identificacdo da
composicdo em acidos graxos. Propriedades do biodiesel de microalgas como indice
de saponificacdo e de iodo foram calculadas com o auxilio da composicao quimica e
foram semelhantes para as duas metodologias, o poder calorifico calculado foi
semelhante ao descrito para a soja. Os rendimentos em acidos graxos a partir da
saponificacdo foram melhores para a condi¢cdo central do planejamento fatorial(80%
umidade e solucdo KOH 5%), 9-12 % em base seca, em lipideos totais, o
rendimento do método a frio foi de 14 - 16%, porém em termos de conversdao em
ésteres metilicos de &cidos graxos, biodiesel, foi 60 a 75%, enquanto que a
conversdo dos extratos graxos obtidos por saponificagcdo em biodiesel foi elevada,
ao redor de 90% para os lotes 1 e 2, demonstrando a pureza do material extraido, e
seletividade da saponificacdo para AG. O padrdo de distribuicdo de &cidos graxos
qualitativo e quantitativo nos cromatogramas de ambas as metodologias foram
semelhantes, houve recuperacéo acima de 35% de &cidos graxos insaturados(lotes
1 e 2), o pode acarretar possibilidades de oxidacdo no armazenamento do biodiesel
produzido com estas caracteristicas. O processo de saponificacédo foi realizado em
escala piloto na condigéao central e resultou em um rendimento ao redor de 12 % de
material graxo, indicando que a metodologia apresenta-se como uma alternativa
para o processo em escala piloto no NPDEAS.

Palavras-chave: microalgas, 6leo, acidos graxos, biodiesel.



ABSTRACT

Microalgae have numerous biotechnological applications because they are excellent
sources of protein, carbohydrates, fatty acids and carotenes. More recently, the
potential for extraction of lipids from microalgae for biodiesel production is being
estudade. However numerous are the stages of research and development so that
this source of oil becomes feasible for biofuel production, a major challenge is
extracting oil from microalgae. this work, the goal is to develop a methodology for
extraction saponification of fatty acids of wet biomass of microalgae, since they are
grown in aqueous medium and the classical methods of oil extraction are used for
dry matrices. For this, four batches were grown biomass of microalgae of the genus
Scenedesmus, two crop grown in heated room, and two cultivated in tubular
photobioreactor with external capacity of 10 m?® cultivation. The biomass was
flocculated with NaOH. The extraction was performed by saponification using wet
biomass, ethanol and KOH according to a factorial design varying volume of ethanol,
the sample moisture and alkali concentration. In addition to these tests, total lipids
were extracted by standard methods batches of Bligh and Dyer (1959) and soxhlet
(1879). The extracts obtained by all the methods were subjected to esterification by
the method of Harman and Lago (1973), and the esters analyzed by gas
chromatography for identification of components in terms of fatty acids. Properties of
biodiesel from microalgae as saponification number and iodine were calculated. The
yields of fatty acids were better for the central condition (80% humidity and 5% KOH
solution) in lots 1 and 2, and were around 12%, suitable for the species worked.
Response surface Graphing were prepared at STATISTICA software, and indicated
that use of an alcoholic solution less than 8% KOH and humidity between 50% and
80 show similar results for extraction by saponification. The yield and total lipids by
Bligh and Dyer and Soxhlet was higher than the saponification (14-16%), but the
conversion of fatty extracts of saponification biodiesel was high, around 90% for lots
1 and 2, demonstrating the purity of the extracted material, whereas from the same
lipids ranged from 60-75%. The chromatograms of both methods were similar and
palmitic and oleic fatty acids were identified, resulting in improving the properties of
biodiesel from microalgae. The saponification process was conducted in a pilot scale
in the central condition and resulted in a yield around 12% fatty acids, considered
satisfactory.

Keywords: microalgae, oil, fatty acids, biodiesel.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo um grupo de microorganismos que tem despertado
interesse ao seu potencial significativo para aplicagbes industriais: tanto como
matéria-prima na aquicultura, assim como para a producéo de bioprodutos valiosos,
tais como lipideos, carotendides e proteinas. Além disso, variagcdes nos fatores de
cultivo (temperatura, pH, luz, fonte de carbono, salinidade, nutrientes) tém sido
utilizados para melhorar tanto a produtividade de biomassa bem como de
bioprodutos especificos. Particularmente, as microalgas podem constituir excelente
fontes de 6leo na forma de lipideos e acidos graxos para aplicacfes na producao de
biodiesel (BENEMANN et al., 1982; CHISTI, 2007). Neste trabalho por vezes sera
denominado Oleo de microalgas, tanto os triacilglicerideos quanto a mistura de
acidos graxos, também sera utilizada a denominag¢do material graxo para o produto
da saponificacao.

Avancos significativos tém também sido realizados para melhorar as formas
de cultivo e no processamento para obter/separar biomassa celular e 6leo. Contudo,
a maior parte dos artigos concentram-se no desenvolvimentos de metodologias em
escala de laboratorio (KONUR, 2011).

Neste cenario, foi criado o Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Energia Autossustentavel (NPDEAS) do Departamento de Engenharia Mecéanica da
Universidade Federal do Parana (UFPR) a partir dos projetos aprovados pelo CNPq
(Edital MCT/CNPg/CTAgro/CTBio 39/2007) de incentivos a pesquisa de matérias-
primas para a producao de biodiesel.

Este projeto tem como propdsito construir um prédio autossustentavel em
energia elétrica gerada a partir da queima do biodiesel produzido do material graxo
extraido de microalgas cultivadas em fotobiorreatores tubulares.

A definicdo brasileira do biodiesel, de acordo com a Resolu¢do n°® 14 da
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2012),
determina que o biodiesel (B100) € um “combustivel composto de alquilésteres de
acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo ou
esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem animal ou vegetal, e que
atenda as especificagbes contidas no Regulamento Técnico”. O 6leo de soja tem

sido a matéria-prima mais utilizada para a fabricacdo do biodiesel no Brasil, mais de
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80% da producdo de biodiesel advém do 6leo de soja (ANP). Este cenario pode
colocar em risco a oferta de biodiesel, uma vez que o pre¢o da soja € controlado
pelo mercado global, pelo fato desta ser uma commodity atrelada ao mercado
alimenticio (CARVALHO et al. , 2011). Por isso, os governos mundiais estao
apoiando programas de pesquisa, reducdes e isencoes fiscais para a producéo
industrial de matérias-primas alternativas para producéo de biodiesel (PNPB, 2012).

A producédo de biodiesel de microalgas, em contrapartida, € vantajosa do
ponto de vista da ndo utilizacdo de terras araveis, como na agricultura, e também de
que podem ser produzidas continuamente, fornecendo biomassa para extracao de
6leo o ano todo, fazendo com que sua produtividade seja superior a de muitas
culturas de oleaginosas, no entanto, os custos de producdo de biomassa e de
conversdo em biodiesel ainda tem barrado a sua utilizacdo em larga escala
(CHISTI, 2007; MARIANO et al.,2009).

A extracdo do material graxo de microalgas é relativamente dispendiosa em
relacdo ao gasto de energia, uma vez que Sa0 microrganismos que vivem em meio
aguoso. Assim, o0 desenvolvimento de um processo de extracdo viavel
energeticamente e que necessite de menos etapas de purificagdo € um grande
desafio para a viabilidade do biodiesel derivado de microalgas. Portanto, este
trabalho vem apresentar uma proposta de metodologia de extracdo de acidos graxos
via umida, considerando a conversdo dos acidos graxos em biodiesel. Sobretudo,
com o0 objetivo de desenvolver um método que seja passivel de ser realizado em
grande escala no NPDEAS para propiciar a producdo de biodiesel a partir de

microalgas.

1.1 ORGANIZACAO DO DOCUMENTO

Esse documento encontra-se dividido em 6 secfes. A primeira apresentou a
introducdo e a organizacdo do documento. A segunda, a revisdo bibliografica dos
temas pertinentes a essa dissertacao: microalgas e aplicagdes, sistemas de cultivo,
microalgas como fonte de 6leo para biodiesel, producéo de biodiesel, processos de
extracdo de 6leo de microalgas e desafios na tecnologia de producéo de biodiesel
de microalgas no NPDEAS. Na terceira, apresentam-se o objetivo geral e as metas
para ser alcancado. Na quarta secdo, sdo abordados os materiais e métodos

utilizados para obtencdo dos resultados, que sao apresentados e discutidos na
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quinta se¢ao. Finalmente, a quinta se¢cdo desse documento apresenta as conclusdes

inferidas a partir dos resultados obtidos neste trabalho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROALGAS

Microalgas sdo um grupo heterogéneo de organismos com uma seérie de
caracteristicas que os distinguem, como o tamanho da célula, cor, habitat aquatico,
bem como ser unicelular e muitas vezes fotoautotréfica, também podem ser
procaridticas ou eucaribticas, e esta diversidade cria a capacidade de serem uma
fonte de produtos para alimentacdo humana e animal, industrias farmacéuticas e de
combustivel (OLAIZOLA, 2003).

As microalgas unicelulares constituem a base das cadeias tréficas aquaticas.
Vivem em suspensao (fitoplancton) ou aderidas ao substrato consolidado ou
arenoso (microfitobentos), podendo estar isoladas ou em cadeias. As caracteristicas
taxondmicas e a dinamica espaco-temporal das comunidades microalgais sé&o
estabelecidas pelo regime meteorolégico, circulacio e caracteristicas
geomorfoldgicas regionais, podendo ser alteradas por impactos antropogénicos nas
areas costeiras e por fatores biolégicos, sobretudo nas relacdes tréficas
(BRANDINI et al., 1997).

Nos ultimos anos, as microalgas ganharam atencdo como uma possivel
fonte alternativa para producdo de biocombustivel, e como uma fonte potencial de
muitos compostos bioativos destinados ao consumo humano (bmega-3, o qual é
comumente proveniente de populacdes de peixes). Devido a preocupacdo de
sustentabilidade dos peixes, as microalgas tém o potencial de ser uma alternativa
viavel para a obtencédo de 6leos ricos em 6mega-3 (CONNOR, 2000).

J& quando se remete a producdo de biodiesel a partir do material graxo de
microalgas, esses microrganismos apresentam vantagens sobre as tradicionais
culturas energéticas, pois tém uma taxa de crescimento superior a de outras
oleaginosas, bem como a utilizacdo de uma area menor para produzir a mesma
quantidade de o¢leo (LEE et al., 2009; HUANG et al., 2010). Além disso, com
microalgas ndo ha competicdo por espaco de terra que poderia ser usado para
culturas alimentares (KHAN et al., 2009). Por exemplo, usando o amido do milho

como matéria-prima para fabricacdo de etanol pode-se criar uma competicdo entre
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o fornecimento para consumo humano e/ou animal ou para a producdo de
combustivel.

Microalgas também tém o potencial para neutralizar parte do efeito estufa e
poluicdo da agua, pois através da fotossintese as microalgas, tém a capacidade de
fixar didxido de carbono produzido por plantas industriais e a absor¢cao de nutrientes
resulta em purificacdo de aguas residuarias (KONUR, 2011; HO et al., 2010).
Algumas microalgas também podem fixar nitrogénio e absorver outros
contaminantes, como metais pesado e fosforo (BRANDINI et al., 1997; KIM et al.,
2007).

2.1.1 Sistemas de cultivo de microalgas

2.1.1.1 Lagoas abertas

Tradicionalmente, o cultivo de microalgas tem sido realizado em tanques
abertos, como indicado na FIGURA 1, com numerosas instalagdes comerciais
existentes (SPERAZZO; BAGHERPOUR, 1998). Segundo Benemann e
colaboradores. (1982) o conceito de Lagoas de Alta Taxa (High Rate Pond - HRP)
tém sido elaborado desde 1950, nos Estados Unidos, Alemanha, Israel e Japéo
baseando-se em lagoas abertas, canalizadas, rasas e de baixo escoamento. Nestes
sistemas, em forma de circuito fechado, o meio de cultivo é impulsionado por paletas
rotatorias e geralmente requerem grandes areas (500-5000 m?), mas tém como
vantagem o baixo custo de producdo de biomassa de microalgas (FLORES; PENA-
CASTRO; FLORES-COTERA, 2003). Os tanques sao, geralmente, construidos em
concreto, fibra de vidro, policarbonato, com fundo de terra ou revestido com material
plastico.

As lagoas tém sido menos usadas devido a baixa produtividade e a
dificuldade de se manter turbuléncia suficiente para que as células das microalgas
possam utilizar o maximo da fonte luminosa (DUARTE; RADMANN; COSTA, 2003).



22

FIGURA 1 - CULTIVO EM SISTEMAS ABERTOS. Fonte: (SPERAZZO; BAGHERPOUR,1998).

2.1.1.2 Fotobiorreatores fechados

Fotobiorreatores podem ser definidos como sistemas utilizados para o
desenvolvimento de reacdes fotossintéticas. Os cultivos sdo realizados em sistema
fechado, em painéis de forma achatada, serpentinas, espirais ou cilindros,
construidos com tubos de pléastico, vidro ou policarbonato (PEREZ, 2007).

Estes equipamentos podem ser classificados de acordo com o modo de
alimentacdo da mistura reagente (descontinuo ou continuo), através do tipo de
escoamento (mistura completa ou pistonada), pelo tipo de cultivo empregado
(células livres ou imobilizadas) e através da configuracdo do biorreator (reatores
abertos ou fechados) (MUNOZ, 2005).

Os reatores de mistura completa sdo caracterizados pela intensa
homogeneizacdo da cultura. A concentracdo dos compostos € a mesma em
qualquer parte do sistema, bem como na saida do reator. Por outro lado, nos
reatores de fluxo pistonado, o meio reacional move-se através do reator sem que
ocorra a mistura axial dos componentes, de forma que a estabilizacdo ocorre através
de gradientes de concentracdo na dire¢cao longitudinal do sistema (NIELSEN;
VILLADSEN:; LIDEN, 2003). Desta forma, os reatores de mistura completa s&o
utilizados preferencialmente quando os compostos presentes provocam a inibicao
celular, uma vez que permitem a diluicAo das concentracdes. Quando ndo ha
problemas de inibicdo, os reatores tubulares sao preferidos, por permitirem o cultivo
de microrganismos em elevadas concentragdes de nutrientes, favorecendo a taxa de
crescimento. Os reatores de fluxo pistonado, entretanto, ndo sd&o comumente
utilizados em sistemas com microalgas, devido a necessidade de agitacdo intensa

associado a elevadas areas de exposicdo a energia luminosa, caracteristicas
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facilmente obtidas em sistemas de tanques agitados (GROBBELAAR,1994). As
configuragbes mais comuns utilizadas em fotobiorreatores séo os reatores tubulares
(coluna de bolhas) e sistemas tubulares arranjados em espiral (MERCHUK; WU,;
2004; MOLINA GRIMA et al., 1999).

No entanto, a classificagdo mais utilizada faz referéncia ao tipo de
fotobiorreator, sendo os mais conhecidos os reatores de coluna vertical, os de

placas planas e os tubulares — verticais ou horizontais.

2.1.2 Aplicacdes biotecnoldgicas das microalgas

Atualmente, destaca-se o estudo bioquimico das microalgas, principalmente,
devido ao interesse comercial dos produtos derivados do seu metabolismo.
InvestigacBes farmacologicas dos metabdlitos produzidos por varios géneros de
microalgas mostraram atividades bioldgicas, entre elas, atividade antibiética para a
microalga Phaeocystis sp, atividade antiviral em cianobactérias e antioxidante nas
microalgas Dunalliela primolecta e Haematococcus pluvialis (PELEGRIN, 2001). Na

TABELA 1 sédo exemplificadas as principais aplicacdes comerciais das microalgas.

2.1.3 Microalgas como biocombustivel de segunda geracao

As microalgas podem servir como matéria-prima para se produzir varios
tipos de combustiveis renovaveis, uma vez que sao compostas de carboidratos,
proteinas e lipideos. Por sua capacidade de sintetizar triacilglicerideos e &cidos
graxos vem sendo estudada para producdo de biocombustivel de segunda geragéo,
ja que os mesmos podem ser transformados em biodiesel (TEIXEIRA; MORALES,
2006).

As microalgas mais estudadas para a producdo de biodiesel sdo as
pertencentes aos grupos das cianoficeas (ou cianobactérias), cloroficeas (mais
conhecidas como algas verdes) e diatomaceas, a citar os géneros com maior

conteudo lipidico: Chlorella sp. 18 a 57%; Dunaliella sp. de 17,5 a 67%;
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Scenedesmus obliquus 11 a 55% (BAKY et al., 2012; ZAO et al.,2012; LI et al.,2011;
GOUVEIA;OLIVEIRA, 2009).

TABELA 1 - APLICAGOES COMERCIAIS DAS MICROALGAS.

Area Aplicacédo
I. Alimentos Suplemento protéico/ fortificacdo de dietas de adultos e criancas desnutridas
. Agrgi?:;?gao Suplemento de proteinas e vitaminas para peixes, aves e frutos do mar.
: Producdo de pigmentos para tratamento de cancer. Regulacdo da sintese de
Il. Terapias x Do
colesterol. Producao de antibidticos.
IV. Pigmentos Producéo de pigmentos para industria alimenticia e reagentes analiticos.

V. Quimica Fina Polissacarideos para gomas. Glicerol para alimentos, cosméticos.

Extracdo de lipideos para producdo de biocombustiveis. Hidrogénio. Biogas.

VI. Combustiveis Etanol.

VII. Horménios Auxinas, giberilinas.

VIII. Outros Condicionador de solos. Tratamento de Efluentes.

FONTE: ADAPTADO PELA AUTORA (BECKER,1994).

Embora o teor e o tipo de lipideos dependa do género da microalga,
geralmente este conteddo € maior que o de outras culturas de 6leos vegetais, como
mostrado na TABELA 2, que compara a eficiéncia e producéo de biodiesel quanto
ao uso da terra por microalgas (com teor hipotético de 30% de lipideos) e outras
culturas de Oleos vegetais, incluindo o teor de 6leo em peso seco e a producdo de
Oleo por hectare, por ano (CHISTI, 2007; TEIXEIRA, MORALES, 2006; HILI,
FEINBERG, 1984).

A TABELA 2 mostra que, embora os teores de lipideos sejam compativeis
entre plantas superiores e microalgas, existem variacbes significativas na
produtividade global e consequentemente no rendimento em biodiesel, com

vantagem para microalgas. Em termos de uso da terra, o 6leo de microalgas,
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seguido do 6leo de palma sdo os mais vantajosos devido a sua maior produtividade
de biomassa e rendimento de dleo.

TABELA 2. PRODUTIVIDADE EM OLEO E BIODIESEL DE DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS.
FONTE: ADAPTADO DE (MATA et al., 2010).

AREA
: PRODUTIVIDADE , PRODUTIVIDADE
MATERIA-PRIMA 1 EORDEOLEO EM OLEO NECESSARIA " Em BIODIESEL
(/0) (I ha-l a—l) (m .ano kg (kg ha_]_ a_l)
' BIODIESEL) na
Milho 44 172 66 152
Soja 18 636 18 562
Canola a1 1.190 12 862
Girassol 40 1070 11 946
Mamona 48 1307 9 1156
Palma 36 5366 2 4747
Microalga 30 58700 0,2 51927

Além das vantagens em relacao a producao de 6leo na forma de lipideos, as
microalgas podem também ser cultivadas em agua do mar, agua salobra e aguas
residudrias; podem sequestrar CO, dos gases de combustdo de instalacdes
industriais que utilizam combustiveis fésseis, reduzindo assim as emissdes desse
gas que é um dos principais causadores do aquecimento global, estima-se que para
produzir 1 kg de biomassa de microalgas sao necessarios 1,8 kg de CO,
(CARVALHO et al., 2011); a biomassa residual apds a extracdo dos lipideos pode
ser utilizada como fonte proteica na alimentacdo animal, como fertilizante ou até
mesmo ser utilizada, ap6s um tratamento fisico, quimico ou biolégico para
despolimerizacao da celulose e do amido, para fermentacéo e producao de etanol.

No entanto, a sua utilizacdo com a finalidade de produzir biodiesel ainda
apresenta desvantagens como, por exemplo, o custo dos sistemas de producao de
biomassa em grande escala (fotobiorreatores), a eficiéncia da colheita da biomassa
(separacdo do meio aquoso), e eficiente extracao lipidica para producéo de biodiesel
(SONG; FU; SHI, 2008). Assim como, que o perfil em acidos graxos gere um
biocombustivel com propriedades fisicas e quimicas adequadas para utilizacdo em

motores ciclo diesel.
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2.2 BIODIESEL

A producédo do biodiesel tem tido um interesse crescente em todo o mundo
devido as flutuacGes dos precos do petroleo, aos beneficios ambientais associados
a sua combustéo e a um maior potencial para o desenvolvimento regional de paises
como o Brasil (LIMA, 2004; MARQUES, et al., 2010). O biodiesel € renovavel, menos
toxico, e mais biodegradavel que o diesel de petréleo (MELO, 2007). Em termos
ambientais, a substituicdo do 0Oleo diesel por biodiesel é mais vantajosa, devido a
grande reducdo das emissdes de gases poluentes, em especial o CO, que é o
principal causador do aquecimento global. Porém, existe um aumento nas emissfes
de oOxidos de nitrogénio, cuja quantidade emitida se torna significativa a partir da
utilizacao de misturas com mais de 20% de biodiesel, no entanto, essa questédo pode
ser resolvida com sistemas de pré-aquecimento do combustivel, ou ainda com a
utilizagdo de um aditivo denominado agente redutor (KUCEK, 2004).

O biodiesel e possui propriedades fisico-quimicas semelhantes ao diesel de
petréleo e pode substituir, parcialmente ou totalmente, combustiveis derivados de
petréleo e gas natural em motores a combustdo do ciclo diesel ou em outros
sistemas, como por exemplo, equipamentos para geracao de energia elétrica.

Dentre as matérias-primas que podem ser utilizadas para a producdo de
biodiesel estdo os 6leos vegetais (soja, algoddo, canola, palma, girassol, entre
outros), as gorduras animais, os 6Oleos residuais de restaurantes e os acidos graxos.
Os Oleos vegetais e as gorduras animais sdo basicamente constituidos de
triacilglicerideos, mas podem conter uma pequena quantidade de outros compostos
apolares, tais como fosfolipideos, pigmentos, flavorizantes e enzimas
(MELO, 2007; WUST, 2004).

O o6leo de soja tem sido a matéria-prima mais utilizada para a fabricagdo do
biodiesel, por ser o Unico agronegoécio com escala para atender o mercado, seguida
do sebo bovino e do 6leo de algodéo. A escolha da matéria-prima constitui um fator
critico no custo final do biodiesel, pois representa 50 a 85% desse. Portanto, para

minimizar o custo do biodiesel, € importante fazer uma avaliacdo da matéria-prima
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em relacdo ao rendimento, qualidade e aproveitamento dos coprodutos
(SUAREZ; MENEGHETTI; PLENTZ; 2007).

2.2.1 Sintese do biodiesel

O processo para producdo de biodiesel consiste na selecdo do método
adequado, que varia de acordo com a matéria-prima selecionada: transesterificacao
para os triacilglicerideos e esterificacdo para 0s acidos graxos.

Quimicamente, o biodiesel € constituido de ésteres de &cidos graxos, que
podem ser obtidos por meio da transesterificacdo de triacilglicerideos, ou da
esterificacdo de acidos graxos, ambos na presenca de um alcool monohidroxilado de
cadeia curta, como o etanol ou metanol e preferencialmente de um catalisador acido
ou béasico, em condi¢cbes experimentais adequadas (DABDOUB; BRONZEL,;
RAMPIN, 2009). Os produtos da reacdo com o metanol sdo muitas vezes
denominados ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG’s), ou FAME, do inglés,
‘fatty acid methyl esters’.

Os dleos sdo substancias de origem vegetal ou animal, sdo sollveis em
solventes organicos e insollveis em agua. De um modo geral, sdo descritos como
substancias liquidas a temperatura ambiente (REDA; CARNEIRO, 2007). Na
FIGURA 2, pode-se obervar que os Oleos sdo formados, principalmente, por
triacilglicerideos, resultante da combinacéo de trés moléculas de acido graxo e uma
molécula de glicerol (glicerina). Os triacilglicerideos, portanto, fazem parte dos
lipideos, e sdo encontrados nas membranas celulares e reservas energéticas das
células vegetais (MERCON, 2010).

]

HO—C—R; %)

H,C—OH 9 o H2LC—-0—-C—Rq
N

HC—oH + HOC—R: RQ—C—O—(I:H + 3 H,0
H,C—OH IOI H,C—O—C—R3

HO—C—R3
glicerol acidos graxos triacilglicerol

FIGURA 2 — REACAO DE SINTESE DOS TRIACILGLICERIDEOS. FONTE: (MERCON, 2010).
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Os é&cidos graxos presentes nos oOleos sdo constituidos, geralmente, por
acidos carboxilicos que contém de 4 a 30 atomos de carbono e podem ser saturados
ou insaturados, com sua distribuicdo variando em tipo e quantidade de acordo com o
Oleo. As estruturas de acidos graxos comuns e sua nomenclatura sdo dadas na
TABELA 3, em que o numero ao lado do carbono (C) indica a quantidade de
carbonos na cadeia e o numero ao lado a quantidade de insatura¢des na estrutura,
sendo O para molécula saturada, 1 para acidos graxos monoinsaturados e 2 e 3 ja
para acidos graxos poliinsaturados. O conhecimento da composicdo dos Oleos
determinara propriedades do biodiesel produzido, como a estabilidade a oxidacéo,
desse modo, a qualidade do biodiesel pode sofrer variagdes conforme as estruturas
moleculares dos seus ésteres constituintes ou devido a presenca de contaminantes
oriundos da matéria prima, do processo de producdo ou formados durante a
estocagem (PONTES, 2010).

TABELA 3 - ACIDOS GRAXOS COMUNS E SUA NOMENCLATURA.

Acidos graxos Formula
Laurico C12:0
Miristico C14:0
Palmitico C16:0
Palmitoléico Cl6:1
Esteérico C18:0
Oléico ci18:1
Linoléico C18:2
Linolénico C18:3

2.2.2.1 Transesterificacdo de triacilglicerideos

A reacao de transesterificacdo de Oleos vegetais pode ocorrer por catalise
basica ou acida, homogénea ou heterogénea, que consiste na reacdo do
triacilglicerol com um alcool de cadeia curta, normalmente usando metanol ou
etanol, em condigcbes experimentais adequadas de razdo molar alcool:6leo,
temperatura e tempo de reacdo; os catalisadores usualmente utilizados sé&o

alcoxidos de sodio e potassio, que podem ser obtidos da reacdo dos respectivos
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hidréxidos com o &lcool utilizado como agente da alcodlise (KUCEK, 2004) tais como
o hidroxido de sédio ou potéssio, onde € obtido biodiesel e glicerina (FIGURA 3).

A separacao de fases é uma etapa importante no processo de producéo de
biodiesel. Se a reacao atingir um alto nivel de converséo, o produto formara duas
fases liquidas e uma fase sélida se for usado um catalisador solido. A fase inferior
sera a glicerina e a fase superior sera uma mistura de alcool e ésteres
(SRIVASTAVA; PRASAD, 2000).

A pureza dos reagentes é um fator importante que afeta significativamente o
rendimento da conversdo de biodiesel. O meio reacional deve estar isento de agua
para evitar a ocorréncia de reacfes de hidrélise dos triacilglicerideos e a formacao
de sabbes que acabam consumindo o catalisador, levando a um aumento na
viscosidade, formando emulsdes e dificultando a separacdo da glicerina
(DAMBISKI, 2007).

O . ~ HO—=CH, 0]
1 HY/ HO \ 4
+ 3R—OH =—7= CH—OH + 3 /O—C
CH-0 R R'
< ; o HO—CH,
0O R
R~<
O
Triacilglicerideo Alcool Glicerol Esteres

FIGURA 3 - REACAO DE TRANSESTERIFICACAO DE UM TRIACILGLICERIDEO. FONTE:
(DAMBISKI, 2007).

Entretanto, para teores de acidos graxos livres maiores que 1%, a reacdo de
transesterificagdo acarreta consumo excessivo do catalisador e perda consideravel
do potencial de rendimento em biodiesel devido a formacéo de sabdo que impede a
separacéo final do biodiesel da glicerina (VIEIRA, 2011).

A estratégia para materiais com alta acidez € converter ambas as fracfes
(acidos graxos livres e triacilglicerideos) em biodiesel. Para este objetivo, duas

reacoes podem ser conduzidas sequencialmente: uma etapa de esterificacdo dos
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acidos graxos livres seguida de uma etapa de transesterificacdo para produzir
ésteres metilicos a partir dos triacilglicerideos remanescentes (GERPEN, 2005).

2.2.2.2 Esterificag@o de acidos graxos

A reacdo de esterificacdo consiste na obtencdo de ésteres a partir da reagcéo
entre um acido carboxilico e um alcool (por exemplo, metanol ou etanol), com
formacéo de agua como coproduto (FIGURA 4).

A formacédo de ésteres por meio da reacdo entre 4cidos graxos livres e um
alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) na presenca de um catalisador &cido vem
sendo considerada outra rota promissora para a obtencdo de biodiesel
(ARANDA et al., 2009), pois possibilita a utilizacdo de matérias ricas em acidos
graxos livres presentes em residuos e subprodutos de processamentos industriais
da biomassa, destacando os 6leos brutos, borras &cidas, 6leos usados em frituras e
ainda produtos de origem animal, como a banha ou o sebo (WUST, 2004; XU et al.,
2008). Esses materiais graxos apresentam menor custo agregado em relacdo a
matéria utilizada no processo de transesterificacdo (CARDOSO; NEVES; SILVA,
2008).

0 0
H-C{:} + R'OH — R C{? + H20
", - ., :
0-H 0-R'

FIGURA 4 - REACAO DE ESTERIFICAGCAO DE UM ACIDO GRAXO. Fonte: ADAPTADO DE SERRA
(2010).

2.3 BIODIESEL DE MICROALGAS

O potencial de producdo de biodiesel de microalgas teve seu marco
académico com a publicacdo do pesquisador Chisti (2007), o qual apontou as
microalgas como a possivel fonte de 0Oleo renovavel e ndo competidora com a
industria alimenticia. Segundo o autor, microalgas podem apresentar até 80% de
60leo em peso de biomassa seca. Sendo que, porcentagens de 20 a 50% sao

bastante comuns para algumas espécies. Porém, ndo aborda aspectos da qualidade
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deste Oleo para biodiesel nem os processos de extragcdo, que sdo distintos para as
microalgas em comparagdo com as outras oleaginosas, visto que elas sao cultivadas
em meio extremamente aquoso, aproximadamente 1 a 2 g de biomassa a cada litro
de cultivo. Desse modo, uma breve descricdo dos processos existentes para

extracao de Oleo de microalgas é apresentada a seguir.

2.3.1 Processos de extracdo de 6leo de microalgas

Um topico particularmente importante na producdo de biodiesel de microalgas
€ a extracao do oleo.

A respeito das metodologias utilizadas em laboratérios para determinar o
conteudo lipidico de microalgas, ha varidveis que afetam a extracdo de lipideos que
nao sao bem conhecidas, fazendo com que o escalonamento do processo para
producdo comercial seja dificil (HALIM et al., 2011). Um processo de extracdo de
Oleo ideal para microalgas deveria ser seletivo para os lipideos, a fim de minimizar a
co-extracdo de contaminantes ndo lipidicos e priorizar fracdes lipidicas desejaveis
(lipideos neutros que contenham cadeias de acidos graxos di-e triendico) (FAJARDO
et al., 2007, MEDINA et al., 1998).

A seguir, uma visdo geral sobre alguns dos métodos mais utilizados nas

pesquisas sobre extracdo de 6leo de microalgas.

2.3.1.1 Extracao pelo método a frio proposto por Bligh e Dyer (1959)

Em 1959, Bligh e Dyer sugeriram um método para extrair gordura a frio que
utiliza uma mistura de trés solventes: Cloroférmio, metanol e agua. Através da
mistura dos trés solventes em diferentes proporcdes, sdo formadas duas fases
distintas, uma de cloroférmio onde tem se os lipideos e outra de metanol e agua
contendo os compostos néo lipidicos. A fase de cloroférmio é entdo separada num
baldo para a gordura ser quantificada (CECCHI, 2003). Geralmente é utilizado como
um meétodo de pequena escala, isto é, a analise é feita em tubos de ensaio com a
vantagem de proporcionar maior precisdo na analise e reduzir gastos pelo gasto
menor de solvente (BLIGH; DYER, 1959). Este procedimento foi originalmente

projetado para extrair lipideos a partir de tecido de peixe, porém, tem sido usada
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como ponto de referéncia para a comparacdo de métodos de extracdo em
microalgas. Uma desvantagem da utilizacdo deste método é que, em grande escala,
guantidades significativas de residuos de solvente sédo geradas, fazendo com que a
reciclagem de solventes seja dispendiosa. Ha que se ressaltar também o fato de que
a utilizacdo de solventes organicos tdéxicos como o cloroférmio e o metanol, que
podem limitar a utilizacdo dos residuos para outras finalidades, por exemplo,
alimentacdo animal com biomassa residual de microalgas. No entanto, os recentes
estudos de viabilidade de producéo de biodiesel a partir de microalgas tem utilizado
este método para extragcdo de lipideos. Pandian e David (PRABAKARAN,
RAVINDRAN, 2012) extrairam lipideos totais de Scenedesmus sp. pelo método de
Bligh e Dyer obtendo 27,04 + 0,75%, a maior quantidade em acido oléico (11,77 mg
g’ em peso seco), demonstrando a potencialidade da mesma para producéo de
biodiesel. No entanto, nos extratos obtidos por esta metodologia, além dos lipideos
encontram-se outros materiais como clorofila e carotendides que ndo se

transformarao em biodiesel.

2.3.1.2 Extracdo com fluido supercritico

A extracdo com fluido supercritico envolve a utilizacdo de substancias que
possuem propriedades de liquidos e gases quando expostas a elevadas
temperaturas e pressdes (SAHENA et al.,, 2007). Esta propriedade permite-lhes
atuar como um solvente de extracdo, ndo deixando residuo quando o sistema é
trazido de volta a pressao atmosférica e temperatura ambiente.

Fluidos supercriticos sdo um meio de extracdo promissor devido a sua
difusividade molecular elevada e baixa viscosidade. O fluido supercritico mais
utilizado é o diéxido de carbono, pela sua disponibilidade, sua néo toxicidade e
custo. Uma restricdo ao uso do CO, supercritico € a umidade da amostra, que deve
estar completamente seca, pois e umidade pode servir como barreira a difusdo do
CO;, na amostra (MERCER & ARMENTA, 2011).

Halim et al. (2011) estudaram o desempenho da extracdo de lipideos da
microalga Chlorococcum sp. com diéxido de carbono supercritico (CO, supercritico)
comparada a extragdo com solvente apolar, hexano, pelo método proposto por
Soxhlet (1879). O rendimento maximo de lipideos foi considerado baixo (7,1% em

peso a seco da biomassa), porém exibiu um perfil adequado de acidos graxos para
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se produzir biodiesel: C18:1 (63%), C16:0 (19%), C18:2 (4%), C16:1 (4%), e C18:0
(3%). No entanto, para extragdo com CO, supercritico, a reducdo da temperatura e
aumento de pressao resulta em melhores rendimentos lipidicos. Todavia, a extracéo
com fluido supercritico em 80 minutos forneceu rendimento maior do que com 5,5 h

de extracao pelo método Soxhlet (1879).

2.3.1.3 Extracdo por Soxhlet (1879)

O método classico de Soxhlet (1879) é a metodologia mais usada para
extracao de lipideos de amostras. Ele foi originalmente desenvolvido para a extracao
de lipideos a partir de um material solido e quaisquer outros compostos dificeis de
extrair (SOXHLET, 1879). Este aparato extrator utiliza refluxo de solvente em um
processo intermitente, tem entre suas vantagens a facilidade de execucao e o fato
da amostra permanecer em contato com o0 solvente que esta sempre sendo
renovado no extrator. No entanto, o tempo requerido pela extracdo e o grande
volume de solvente utilizado sdo desvantagens desse tipo de extracdo. Além disso,
a degradacdo térmica de alguns lipideos e o carregamento de outros compostos
apolares na fase solvente sdo um inconveniente (LUKE DE CASTRO & GARCIA
AYUSO, 1998). No entanto, a eficiéncia do meétodo depende da: natureza do
material a ser extraido; natureza e polaridade do solvente; ligacdo dos lipideos com
outros componentes; circulacdo do solvente através da amostra; tamanho das
particulas; umidade da amostra; velocidade de refluxo e quantidade relativa de
solvente.

Balasubramanian e colaboradores (2011) estudaram a extracdo de lipideos
de Scenedesmus obliquus por microondas, operando um sistema de 1,2kW a 95°C
por 30 minutos obtiveram a extragdo maxima de lipideos (31,38 + 2,06%) em relacao
ao método classico de Soxhlet (em 10 horas de extracao), 40,71 + 4,46%. Ou seja,
77% dos lipideos foram obtidos com uma reducdo de 20 vezes no tempo de
extracdo. Foram obtidos em maior composicao, lipidios insaturados, porém célculos

energeéticos ndo foram realizados para nenhum dos métodos estudados.

2.3.1.4 Extracao de acidos graxos por saponificacdo
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A saponificacdo € a reacdo dos trialcilglicerideos com alcali promovendo o
rompimento das ligagbes ésteres na matriz lipoproteica, como demonstrado na
Figura 5. Geralmente, prefere-se a utilizacdo do hidroxido de potassio (KOH) por
produzir sabdo mole, o que determina a nado solidificacdo dos extratos obtidos a
temperatura ambiente, porém o hidroxido de sodio (NaOH) também é utilizado
devido ao seu baixo custo (PERKINS, 1993).

Apoés a formacdo do sabédo, € necessario transforma-lo no respectivo acido
graxo conjugado através de uma reacdo acido/base, e em seguida € necessario
efetuar uma esterificacdo dos acidos graxos - AG’s - de forma a transforma-los em
biodiesel.

A principal vantagem da utilizacdo deste processo € a possibilidade de nao s6
converter triacilglicerideos como também os acidos graxos livres existentes,
permitindo assim a utilizacdo de 6leos com altos valores de acidos graxos livres,
como as gorduras animais e material com certa umidade (GOMES, 2009). A
principal desvantagem resulta de o processo consistir de uma basificacdo seguida
de uma acidificacdo, o que resulta num elevado teor de sais no produto final. Este
processo, além de requerer maiores dispéndios de reagentes, requer também um
maior nimero de operacdes de separacgdo/purificacdo, resultando custo maior em
operacoes de separacao/purificacdo (VERGA REI, 2007).

No entanto, no caso do biodiesel de microalgas, apresenta a vantagem de
utilizacdo da biomassa Umida in natura, sem a necessidade de secagem, pois a

presenca de agua no meio reacional favorece a reacdao com o Alcali.
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FIGURA 5 - MECANISMO DE SAPONIFICACAO DOS TRIACILGLICERIDEOS. Fonte: (VERGA REI,
2009)
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Alguns autores ja demonstraram a possibilidade de saponificacdo de
biomassa de microalgas com o intuito de extrair acidos graxos poliinsaturados de
alto valor biotecnologico. Por exemplo, Gonzalez et al. (1998) otimizaram a extracao
de acidos graxos de biomassa Umida da microalga Phaeodactylum tricornutum para
obter o &cido eicosapentaendico (EPA) altamente purificado, um importante acido
graxo da classe dos Omega-3. A metodologia consistiu em trés etapas: a
saponificacdo direta de biomassa umida com KOH, a extracdo de insaponificaveis
apolares com solvente organico, e posterior extracao e purificacdo de acidos graxos
com solvente organico. O solvente utilizado para a extragdo era n-hexano, escolhido
pela sua menor toxicidade, a facilidade de manuseio, seguranc¢a e baixo custo. O
agente basico de hidrélise era de KOH (99%). O material saponificado foi tratado
com HCI para formar acidos graxos, e separados com n-hexano. Apds a evaporacao
do solvente, todos os &cidos graxos tiveram a composicdo analisada por
cromatografia em fase gasosa. Usando a biomassa Umida, a recuperacao de acidos
graxos foi ligeiramente inferior do que a recuperacdo de acidos graxos quando se
utiliza a biomassa liofilizada, mas tal fato € compensado pela reducédo do custo de
producéo de 4cidos graxos altamente purificados. No sentido de producéo de &cidos
graxos para biodiesel, ndo foram encontrados outros artigos que relatassem a
metodologia de saponificagdo com esta finalidade.

2.3.2 Estimativa das propriedades do biodiesel de microalgas

A partir da extracdo do material graxo das microalgas por uma metodologia
alternativa, faz-se necessario proceder a esterificacdo do mesmo a fim de se obter
ésteres metilicos de acidos graxos — EMAG’s (ou biodiesel). As estruturas
moleculares dos ésteres (EMAG’S) podem variar tanto no tamanho da cadeia
carbdnica, quanto na quantidade e posicdo de insaturacdes ou mesmo devido a
presenca de agrupamentos na cadeia. Oleos de microalgas diferem da maioria dos
Oleos vegetais sendo muito ricos em acidos graxos poliinsaturados com quatro ou
mais ligacdes duplas (BELARBI; MOLINA; CHISTI, 2000), como por exemplo, o
acido eicosapentaendico (EPA, C20: 5n-3; cinco ligacdes duplas) e acido

docosahexaenoico (DHA, C22: 6n-3, seis duplas ligagdes) que ocorrem comumente
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em Oleos de microalgas, estes acidos graxos, e que tem grande importancia
biotecnolégica, devido ao seu uso farmacoldgico (CHISTI, 2007).

A distincdo dos 6leos com base no seu grau de insaturacdo, no tamanho das
moléculas e pela presenca ou ndo de grupos quimicos reflete diretamente nas
qualidades do biocombustivel produzido. Dessa forma, os EMAG’s obtidos a partir
da esterificacdo dos acidos graxos de microalgas terdo caracteristicas particulares a
depender da caracteristica da cadeia carbdnica de cada acido graxo presente na
biomassa utilizada (CERIANI et al.,2007).

Em linhas gerais, quanto maior a cadeia hidrocarb6nica, maior o numero de
cetano, que é a escala que define a qualidade de combustivel em relacdo ao se
poder de autoinflamacéo; a lubricidade, assim como os pontos de névoa e de
entupimento (KNOTHE, 2008).

Quanto as insaturacdes, quanto menor o numero de duplas ligagdes, maior a
cetanagem do combustivel, ocasionando uma melhor qualidade da combustdo. Por
outro lado, um aumento no nimero de cetano ocasiona também um aumento no
ponto de névoa e de entupimento (maior sensibilidade aos climas frios). Entretanto a
armazenagem ou transporte de combustivel com maior nimero de insaturacées
(menos estaveis) provocam a oxidacdo, degradacdo e polimerizagdo do mesmo,
ocasionando um menor nimero de cetano ou formacéo de residuos sélidos. Dessa
forma, tanto os ésteres alquilicos de acidos graxos saturados (laurico, palmitico,
estearico) como os de poli-insaturados (linoléico, linolénico) possuem alguns
inconvenientes, uma vez que Sa0 pouco resistentes a oxidacdo e o numero de
cetano é geralmente baixo ((KNOTHE, 2005).

Os 6leos saturados do tipo estearico ou palmitico sdo pouco fluidos (grande
viscosidade), mas séo resistentes a oxidacdo. Encontram-se normalmente no estado
sélido a temperatura ambiente, porém sua alta viscosidade, aliados a resisténcia a
oxidacdo dificultam sua degradacéo, remocéo e limpeza. De uma forma geral, um
biodiesel com predominancia de acidos graxos combinados mono-insaturados
(oléico) sdo os que apresentam os melhores resultados nas propriedades
pertinentes (KNOTHE, 2009).

O controle de qualidade do biodiesel final € fundamental ja que o nao
cumprimento dos parametros da norma pode trazer problemas ndo sé ao motor,
como também a qualquer outro componente do sistema do combustivel. Por

exemplo, podera acarretar elevados indices de iodo, relacionado com a insaturagao
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do biodiesel, causa maior emissdo de NOx nos gases de combustdo; indices de
cetano muito alto ou muito reduzido, leva a méa qualidade na ignicdo do combustivel
e esta relacionado com a quantidade de compostos volateis; estabilidade oxidativa,
gue esta relacionada a quantidade de duplas ligagcdes nos EMAG’s e se muito baixa
acarreta rdpida degradacdo no armazenamento do  biocombustivel
(CARVALHO et al., 2011).

2.4 DESAFIOS NA TECNOLOGIA DE PRODUCAO DE BIODIESEL DE
MICROALGAS

As microalgas podem apresentar vantagens em relacdo as plantas
cultivadas em solo como rapido crescimento, alto teor de Gleos e possibilidade de
utilizacdo de &gua impropria para a agricultura. Tendo em vista as atuais
necessidades de desenvolvimento de tecnologia na area de biocombustiveis e
recursos renovaveis, em 2007, foi criado o Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Energia Autossustentavel (NPDEAS), localizado no Centro Politécnico da
Universidade Federal do Parand em Curitiba — Paran&. O objetivo inicial consiste em
demonstrar o conceito de geracdo de poténcia distribuida autossustentavel
produzida a partir da obtencdo e utilizacdo de biodiesel de microalgas
(MARIANO et al., 2009). No entanto, inUmeros sédo os desafios deste projeto para
que tal propésito seja alcancado, entre os quais se podem citar:

e Adaptacdo de uma espécie potencialmente acumuladora de dleo as
condi¢Bes ambientais externas em fotobiorreator tubular;

e Confeccdo de meio de cultivo alternativo para reducdo de custo de
producdo de biomassa (ANDRADE; COSTA, 2008);

e Processo eficiente de separacdo da biomassa de microalgas do meio de
cultivo (SCHAFRANSKI, 2011);

e Desenvolvimento de método para extracdo de Oleo da biomassa umida,
excluindo a necessidade de secagem objetivando reducdo do gasto
energeético;

e Realizacdo de estimativas de gasto energético bem como ciclo de vida do
biodiesel de microalgas.
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Diante disso, até o momento ndo foram encontrados dados suficientes na
literatura para se comparar os resultados obtidos por todos os estudos realizados
pelo projeto do NPDEAS. Desta forma, faz-se necessaria uma apreciacdo, como
sendo um estudo de caso da melhor alternativa face ao cenario em que se vem
trabalhando. Muitos trabalhos do grupo estdo sendo realizados em escala piloto, a
fim de que se possam ter resultados para avaliacdo da viabilidade de insercao do
biodiesel de microalgas na matriz energética atual e assim sendo, este tipo de
trabalho fornece respostas a respeito das dificuldades do processo de producédo de
biodiesel de microalgas que experimentos apenas em escala de laboratério podem

eventualmente falhar em fornecer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Dentre os desafios listados, selecionou-se desenvolver uma metodologia

para extrair material graxo da biomassa Umida da microalga Scenedesmus sp.

cultivada no NPDEAS, com o intuito de que este seja um método que ndo necessite

secagem da biomassa e ndo contamine a biomassa apo6s a extracéo do éleo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir o objetivo geral, o trabalho foi divido em algumas metas ou

objetivos especificos, a citar:

Testar a metodologia de saponificagdo seguida de acidificagdo em biomassa
Umida de Scenedesmus sp. e obter o material graxo a partir dos lotes de
biomassa;

Estudar o método de saponificacdo a partir de um planejamento fatorial;
Comparar a extracao de lipideos totais pelas metodologias classicas a frio,
proposta por Bligh e Dyer (1959) e a quente, proposta por Soxhlet (1879)
com o material graxo obtido por saponificacao;

Esterificar os maiores rendimentos em material lipidico das metodologias e
avaliar a sua conversao em EMAG’s;

Identificar o perfil dos EMAG’s obtidos por cromatografia em fase gasosa e
estimar propriedades potenciais do biodiesel produzido a partir destes
EMAG’s;

Propor um processo piloto de extragdo via saponificacdo para ser utilizado

no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO DA MICROALGA Scenedesmus sp.

A microalga do género Scenedesmus (FIGURA 6) foi escolhida por ser
mesma com a qual o grupo do NPDEAS posui outros trabalhos relacionados. Trata-
se também de uma microalga predominante no fitoplancton dos lagos, reservatérios
e rios da regido de Curitiba e adapta-se bem as condi¢des climaticas da cidade e as
impostas por um sistema de cultivo. Faz parte do grupo das clorofitas ou cloroficeas,
mais conhecidas como algas verdes, por sua coloracdo verde intensa caracteristica

da clorofila.

FIGURA 6 - FOTOMICROGRAFIA DA MICROALGA Scenedesmus sp.. (AUMENTO DE ATE 400 X).
FONTE: A AUTORA (2012).

A fim de padronizar as condi¢des para os experimentos de extracdo de acidos
graxos, foram confeccionados lotes de biomassa em duas escalas, a escala
laboratorial, a partir de 2 cultivos em sala de cultivo, e escala piloto, a partir de 2
cultivos realizados em fotobiorreator (FBR), de acordo com a TABELA 4. O meio de
cultivo utilizado pelo grupo é o Meio CHU (1942), rico nos seguintes sais nutrientes e
microelementos (g.L™"): NaNO; (0,25), CaCl,.2H,O (0,025), MgS0O,4.7H,O (0,075),
K,HPO, (0,075), KH,PO, (0,175), NaCl (0,025), EDTA (0,05), KOH (0,031),
FeS0..7H,0 (4,98 107%), H3BO3 (11,42 107%), ZnS04.7H,0 (8,82 10™°), MnCl,.4H,0
(1,44 107°%), NaM00O4.2H,0 (1,19 107°), CuS0.4.5H,0 (1,57 10™°), Co(NOs),.6H,0
(0,49 107°), portanto neste trabalho ao ser citado meio de cultivo, subentende-se que
0 meio de cultivo é o CHU.
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TABELA 4 - CONDIGOES DE CULTIVO DOS LOTES DE BIOMASSA DE Scenedesmus sp..

Biomassa de Scenedesmus

sp Sistema de Cultivo Condiges de Cultivo
Meio de cultivo CHU
N lluminacdo 2500 Ix — 24
Lote 1 Erlenmeyers de 2 L / Galbes horas
de20L T tura 20 a 25 °C
Lote 2 emperatura 20 a °C
Fonte de CO, : ar comprimido
Meio de cultivo CHU
Lote 3 s s lluminacdo durante o dia
Tanque de 2m”/FBR 12 m Temperatura variavel
Lote 4 (ambiente): 15 a 25 °C

Fonte de CO,: ar comprimido

4.1.1 Sala de cultivo

A sala de cultivo do NPDEAS (FIGURA 7) € o local onde séo preparados 0s
in6culos para o fotobiorreator. In6culo pode ser definido como a por¢cdo de uma
amostra ou de uma cultura, contendo uma quantidade de microorganismos,
suficiente para iniciar um crescimento quando transferida para um meio adequado
(KNIE, 2004).

As condi¢cdes de temperatura, vazao de ar nos cultivos e iluminacéo sdo
padronizados e fixos. Para obter o lote 1 e 2 de biomassa foram utilizados 3
erlenmeyers de 2 L para cada lote. Em cada erlenmeyer foi utilizado um volume de
indculo com 1,7 x 10° cel.mL™, que consiste em uma suspensdo algdcea em maior
concentracdo em células.mL™, referente a 20% do volume de cultivo no erlenmeyer.

Os erlenmeyers foram mantidos a temperatura entre 20 °C e 25 °C e
aeracéo por compressor de ar de 5 L.min™, A iluminacao foi continua de 2500 Ix, ou
seja, sem fotoperiodo, com lampadas fluorescentes. Os cultivos foram monitorados
pela relacéo da absorbancia a 670 nm com a biomassa seca em uma curva padrao.
A partir da observacéo de um pico de crescimento, aproximadamente 1,5 g.L™, nos
erlenmeyers, os mesmos foram utilizados como inéculos para cultivo em galBes de
20 L. Nos galdes (FIGURA 7) os dados de absorbancia e biomassa também foram
monitorados. Quando observado um crescimento estacionario nos mesmos

(caracterizado pela auséncia de crescimento nas medicbes de biomassa), metade
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do seu volume foi retirado para obtencdo da biomassa Umida, e o volume foi reposto
com Meio CHU somente.

FIGURA 7 - SISTEMA DE CULTIVO DE Scenedesmus sp. EM SALA DE CULTIVO. FONTE: A
AUTORA (2012)

Para obtencédo dos lotes de biomassa Umida, o volume retirado do galdo foi
floculado. De acordo com trabalho de Schafranski et al. (2010), assumiu-se como
volume ideal de adicdo do agente floculante 50 mL de NaOH (99% P.A. Vetecg)
3,0 mol.L™ por litro de suspensdo, ou seja, em uma concentracdo de 5% (V/v).
Seguiu-se a agitacdo da solucdo com agitador mecanico de bancada Fisatong
modelo 713, com velocidade de rotacdo no inicio — 1000 rpm durante 3 minutos —
para garantir a homogeneidade da solugcéo, seguida de velocidade mais branda —
500 rpm por 10 minutos — para garantir o choque entre as particulas e consequente
aglomeracado e sedimentacdo (FIGURA 8). O liquido clarificado foi retirado da parte
mais alta dos recipientes com o auxilio de uma mangueira, e o espessado ao fundo,
que posteriormente foi enviado para a filtracdo a vacuo, sendo assim obtida uma
biomassa Umida consistente. Vale ressaltar que os lotes 1 e 2 foram obtidos em
datas distintas pela limitacdo do volume de trabalho na sala de cultivo, porém,

mantendo-se as mesmas condi¢des no cultivo.
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FIGURA 8 - ASPECTO VISUAL DAS MICROALGAS FLOCULADAS NO AGITADOR MECANICO.
FONTE: O AUTOR (2011).

4.1.2 Fotobiorreator

O fotobiorreator esta situado na area externa ao laboratério (FIGURA 9) e
exposto as condicbes climaticas externas bem como intempéries. Sua configuracao
é tubular compacta, pois utiliza em &rea apenas 10 m? (8 m de altura, 5 m de
comprimento e 2 m de largura) e seu volume de trabalho é de 12 m®. E composto de
tubos de PVC transparente para permitir a passagem de luz. O inéculo para o FBR é
produzido a partir de um tanque retangular de 2 m® utilizando o meio CHU. As
condicbes de temperatura ndo sao padronizadas, devido a0 mesmo estar exposto
ao tempo, a iluminacdo € unicamente durante o dia, e a aeracdo que promove a
fonte de carbono para a fotossintese das microalgas é fornecida a partir de um
compressor de ar.

O monitoramento do crescimento no FBR é realizado pelos técnicos do
NPDEAS, os quais realizam a contagem diarias de células.mL™, medicéo de pH e
densidade optica.

Para obter a biomassa umida dos lotes 3 e 4, determinado volume do FBR
foi floculado com NaOH 3 mol.L™* e FeSO, 0,1 mol.L™* em um floculador situado na
parte externa do NPDEAS. A biomassa sedimentada foi filtrada em um filtro de pano

para retirada do excesso de umidade.
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Os Lotes 3 e 4 foram obtidos em cultivos independentes e datas distintas, os
parametros de cultivo foram mantidos para os dois lotes, desse modo, houve

somente variacdo da temperatura ambiente e iluminacao externa.

FIGURA 9 - SISTEMA DE CULTIVO DE Scenedesmus sp. EM FBR DO NPDEAS. FONTE: NPDEAS
(2012).

4.2 SECAGEM DA BIOMASSA

Em escala laboratorial, utilizar a biomassa Umida fresca para pesagem e
extracdo em tubo de ensaios tornou-se impraticavel, pois a mesma € pastosa
(FIGURA 10) e impregna nas paredes superiores do tubo de ensaio. Desse modo,
um lote de cada sistema de cultivo foi submetido a secagem para execucdo dos
experimentos de extracdo por saponificacdo, de acordo com a TABELA 5. A
biomassa foi seca em estufa a 50 °C por 24 h, a matriz seca obtida foi
ressuspendida nos experimentos de saponificacdo para obter a umidade desejada.
Tanto os lotes que foram utilizados frescos e Umidos quanto 0os que estavam
previamente secos passaram por um mixer tipo liquidificador por 5 minutos a fim de
romper as membranas celulares e facilitar as reacfes para retirada do material
lipidico da microalga. Os lotes que foram utilizados umidos e frescos, a umidade foi
calculada em um medidor de umidade por infravermelho Gehakae modelo 1V2000 e
seca parcialmente para obtencdo de umidade diferenciada ou adicionada a um
volume determinado de agua para obtencdo de umidade desejada. Ressalta-se que
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para todas as outras metodologias de extracdo de lipideos ou materiais graxos, foi
utilizada biomassa seca.

FIGURA 10 - ASPECTO VISUAL DA BIOMASSA SECA (A) E UMIDA (B). FONTE: A AUTORA (2011)

TABELA 5 - CONDICOES EXPERIMENTAIS DOS LOTES DE BIOMASSA DE Scenedesmus sp..

Biomassa de Scenedesmus sp. Execuc¢do do ensaio de Saponificacao
Lote 1 Umida e fresca
Lote 2 Seca e ressuspendida
Lote 3 Seca e ressuspendida
Lote 4 Umida e fresca

4.3 EXTRACAO DE ACIDOS GRAXOS POR SAPONIFICACAO

As reacdes de saponificacdo foram realizadas com aproximadamente 1 g de
base seca de biomassa de Scenedesmus sp., ou seja, NOS experimentos que
utilizaram a biomassa Umida fresca foi calculada a quantidade de agua presente na
amostra para evitar erros na pesagem. No procedimento adotado, de acordo com o
fluxograma mostrado na FIGURA 11 11 uma solucédo alcodlica (&alcool etilico P.A.
99,5% Biotecg) de KOH Vetece (99% m/m) foi adicionada a biomassa dos lotes
contida em um tubo de ensaio de 30 mL de vidro com tampa rosqueavel. Para
ocorréncia da reacdo de saponificacdo dos acidos graxos da amostra, utilizou-se um
banho termostatizado a 60 °C por 60 minutos, como mostrado na FIGURA 11. Apés
o término da reacdo o material foi transferido para um banho de gelo e apés o
resfriamento foi adicionado HCI Microquimicag 36,5% (v/v) até pH 1,0 para completa
liberacdo dos acidos graxos dos seus respectivos sais (sabdes). Os acidos graxos
foram extraidos utilizando Hexano p.a. Biotecg € vortex agitador de tubos Phoenixg
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AP56 em velocidade moderada, sendo executadas 3 extracdes consecutivas
intercaladas com 3 lavagens com 4gua até separacao de fases.

EtOH 96% | |
KOH
Scenedesmus sp. Biomassa umida d

60 °C (1 h)
FORMACAO SOLUGAO ALCOLICA
DOS AG’S Sais de AG, glicerol,
residuos
Acidificagdo
HCl, pH 1.0

Extragdo dos AG's
com hexano

SOLUGAO ALCOLICA ACIDOS GRAXOS
RESIDUAL PURIFICADOS (em hexano)

FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DA REACAO DE SAPONIFICACAO. ADAPTADO DE NPDEAS (2011).

A fase apolar (hexano) foi rota-evaporada, e o material disposto em um vial,
espécie de ampola utilizada para armazenar amostras para cromatografia, com
massa pré-determinada. Depois de secos em estufa e aspersdo de nitrogénio
gasoso, os vials foram pesados em balanca analitica AG 200 Gehakag € a massa de
acidos graxos (AG) determinada em termos de porcentagem sobre a biomassa seca

utilizada para o experimento.
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4.3.1 Planejamento experimental

Para avaliar a melhor condicdo de extracdo de &cidos graxos pela
metodologia proposta, faz-se necessario estudar a interacao das variaveis que mais
influenciam no processo de saponificacdo. Os reagentes utilizados, como o etanol e
os alcalis e também a umidade da amostra podem influenciar na eficiéncia do
método. Sendo assim, um estudo dessas variaveis foi feito para cada lote
trabalhado. O objetivo foi saber a melhor quantidade dos dois reagentes principais, 0
etanol e o alcali (KOH) e a umidade limitante do processo (em termos de volume de
agua), ja que se propde trabalhar com a biomassa com elevada umidade.

Para um melhor conhecimento desse processo, o nivel assumido pelo ponto
central do planejamento experimental foi fundamentado no procedimento
experimental descrito por Gonzélez et al. (1998), que utilizou biomassa em
determinada condicdo de umidade, concentracdo de KOH e etanol para
saponificacdo; a partir dai, pequenas variagbes para mais e para menos
compuseram a faixa de valores assumidos pelas variaveis. Para esse planejamento,
o tipo escolhido foi o de compdsito central rotacionais, que inclui uma faixa maior de
valores no processo. Nos experimentos do tipo 2X, os niveis dos fatores sdo
codificados em -1 (valor mais baixo da variavel), O (valor central) e +1 (valor mais
alto da variavel). Todos os experimentos foram realizados de maneira inteiramente
aleatéria com quadruplicata no ponto central. A utilizacdo de repeticbes no ponto
central teve como objetivo viabilizar o calculo do erro experimental e
consequentemente a verificacao do ajuste do modelo.

Foi realizado planejamento fatorial completo 2° com auxilio do software
STATISTICA 7.0, incluindo 6 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto central,
totalizando 18 ensaios. A TABELA 6 apresenta os valores codificados das variaveis
para as reacdes de saponificacdo utilizando KOH. O tempo e a temperatura foram
fixados para os experimentos, a decisdo de nao trabalhar com estas variaveis deve-
se ao fato de que a temperatura empregada é proxima a ebulicdo do solvente
(etanol), uma temperatura acima disso provocaria grande evaporagdo, e uma
temperatura inferior implicaria rendimento inferior também; o tempo foi fixado em

60 minutos devido aos trabalhos de saponificacdo encontrados na literatura
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demonstrarem eficiéncia neste tempo (GONZALES et al., 1998). Os valores dos

niveis das variaveis podem ser visto na TABELA 6.

TABELA 6 - NiVEI§ PARA A DETERMINACAO DAS CONDIGOES EXPERIMENTAIS DA REAGAO
DE SAPONIFICACAO COM KOH PARA 1 g DE AMOSTRA SECA.

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Etanol (mL) 1.6 5 10 15 25
Alcali KOH (g) 0.064 0.2 0.4 0.6 1
Agua (mL) 0.7 1 4 7 12
Umidade Resultante (%) 40 50 80 87,5 92

A TABELA 7 apresenta o planejamento de composto central rotacionado

obtido no software STATISTICA 7.0, o ponto central séo representados pelos ultimos

experimentos (representado pela letra C na tabela), realizado em quadruplicata.

TABELA 7 - PLANEJAMENTO FATORIAL ESTATISTICO PARA A REACAO DE SAPONIFICACAO.

Experimental Etanol KOH D éA\sgtiLIJ;da
1 -1 -1 -1
2 1 1 .
3 1 1 1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
1 0 0 1,68
15 (C) 0 0 0
16 (C) 0 0 0
17 (C) 0 0 0
18 (C) 0 0 0
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A TABELA 8 apresenta os valores numéricos das variaveis para cada ensaio
do planejamento fatorial.

TABELA 8 - CQNDIC()ES REACIONAIS DETERMINADAS PELO PLANEJAMENTO ESTATISTICO
PARA A REACAO DE SAPONIFICACAOQO.

Experimental Etanol KOH Agua Destilada
Ensaios (mL) (9) (mL)
1 5 0,2 1
2 15 0,2 1
3 5 0,6 1
4 15 0,6 1
5 5 0,2 7
6 15 0,2 7
7 5 0,6 7
8 15 0,6 7
9 1,6 0,4 4
10 25 0,4 4
11 10 0,064 4
12 10 1 4
13 10 0,4 0,7
14 10 0,4 12
15 10 0,4 4
16 10 0,4 4
17 10 0,4 4
18 10 0,4 4

4.4 EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAIS (LT) PELO METODO A FRIO

Para determinacdo de LT pelo método a frio, segundo Bligh e Dyer (1959),
foram pesados aproximadamente 50 mg de biomassa seca em tubos de ensaio de
polipropileno de 12 mL. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada lote.
Em seguida, adicionou-se 3 mL da mistura de CHCI3/CH3OH (2:1 v/v) e 10 uL de
uma solucdo de butil hidréxi tolueno (BHT) (1% em metanol). A seguir, as amostras
foram submetidas a ultrassom em um sonicador UltraCleaner 1400 Uniqueg por
3 ciclos de 15 minutos e incubadas por 24 h a 4 °C protegidas da luz. Apds esse
periodo, as amostras foram submetidas novamente a sonicacdo por 3 ciclos de

15 minutos cada e centrifugadas em centrifuga Jouan BR4g a 4000 rpm por
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10 minutos a 4 °C; o sobrenadante com a fase lipidica foi recuperado com uma
pipeta Pasteur e reservado em outro tubo. Adicionou-se 1,5 mL da mistura de
CHCI3/CH30H ao tubo com a biomassa residual e centrifugou-se novamente a
4000 rpm 10 minutos a 4 °C, sendo que o sobrenadante foi recuperado e transferido
ao tubo reservado com a fase lipidica. Foram adicionados 2 mL de 4gua destilada e
1 mL de cloroférmio ao tubo reservado, as amostras foram entdo centrifugadas a
4000 rpm por 10 min a 4 °C. Em seguida, a fase inferior (cloroformio:lipideo) foi
recuperada e transferida para um vial com massa pré-determinada. A fase aquosa
foi lavada com 1 mL de cloroférmio e centrifugada novamente a 4000 rpm, por
10 minutos a 4 °C. Entéo, a fase inferior foi recuperada e transferida para o vial. O
vial contendo a fase lipidica foi seco em estufa a 50 °C e nitrogénio gasoso, e sua

massa foi novamente determinada para célculo dos lipideos totais.

4.5 EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAIS PELO METODO A QUENTE

Para determinacdo de lipideos totais pelo método a quente, segundo a
metodologia proposta por Soxhlet (1879), o método padrdo foi modificado para
extracdo de lipideos de microalgas (LOURENCO, 2006), trés amostras de
aproximadamente 10 g da biomassa seca do lote 4 foram dspostas em um filtro faixa
branca e o0 mesmo adaptado para ser colocado no extrator Soxhlet, indicado na
FIGURA 12.

O baldo de fundo chato de 250 mL foi previamente pesado e sua massa
anotada. Ao extrator foram adicionados 100 mL de hexano P.A Biotece. para
extracdo e 0 conjunto extrator e baldo foi acoplado a um condensador e aquecido a
60 °C para ebulicdo do solvente de acordo com a (FIGURA 12). O tempo de
extracao foi de 8 h de refluxo. Apos esse tempo, o baldo é retirado do extrator e o

hexano evaporado. A massa contida no balédo representa os lipideos totais.
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FIGURA 12 - APARATO EXPERIMENTAL PARA EXTRACAO SOXHLET. FONTE: CEPPA (2012).

4.6 ESTERIFICACAO IN SITU PELA METODOLOGIA DE HARTMAN E LAGO
(1973) MODIFICADA

Em paralelo as extracbes do material graxo pelas metodologias
apresentadas, os lotes de biomassa foram submetidos a esterificagdo in situ para
quantificacdo do teor de ésteres na biomassa de microalgas e posterior comparagao
com os métodos que utilizam previamente a extracdo seguida da esterificacéo.

O processo de preparacdao dos EMAG’s segundo descrito por Hartman e
Lago (1973), foi realizado com modificacdes propostas por MENEZES et al. (2012),
conforme FIGURA 13. Para cada 200 mg de amostra em cada tubo, foram
utilizados 3 mL de uma solucdo de Metoxido (NaOH — 99% m/m Vetece/ MeOH P.A.
Biotece 0,5 mol.L™). Em seguida, os tubos foram imersos em um banho a 90 °C por
10 minutos. Ao término, foram colocados em um banho de gelo. Apés resfriamento,
foram adicionados 9 mL de uma solucao Esterificante - preparada a partir de 2 g de
cloreto de amonio (NH4Cl P.A. Vetecg), 60 mL de metanol e 3 mL de acido sulfurico
concentrado e imersos no mesmo banho a 90 °C por 10 minutos. Ao término do
tempo, novamente foram resfriados e procedeu-se a extracdo dos monoésteres com

n-heptano p.a Vetece, sendo realizadas 3 extragdes consecutivas, intercaladas com
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3 lavagens com &gua destilada. A fase solvente contendo os monoésteres foi
coletada com pipeta Pasteur e armazenada em um vial com massa pré-determinada.
O mesmo foi submetido a secagem para determinacdo da massa de monoéster e
calculos de conversdo. ApoOs esse procedimento, o mesmo vial foi ressolubilizado
com n-heptano p.a. 99% v/v Biotece para conservacdo dos EMAG’s e posterior

analise cromatografica para analise qualitativa.

Lipidios Totais

(200 mg)
+
3 mL de metoxido (NaOH / 3 Aquecimento 90 °C
CH;0H - 99% m/m) e resfriamento

9 mL de solucdo esterificante

(2 g de NH,Cl, 60 mL de CH,OH ¢ ——> Aquecimento 90 °C
3mL de H,S0,) e resfriamento

v

N—hemaglouz — > | Agitagdo e repouso até
£ separacdo de fases

3x

Coleta da fase organica

v

Secagem e quantificacdo e analises
dos ésteres de acidos graxos

FIGURA 13 — FLUXOGRAMA DO METODO DE ESTERIFICACAO.

4.6.1 Esterificacdo dos extratos de material graxo obtidos por saponificacdo e
extracao a frio

Para saber se a metodologia de saponificacdo pode ser validada como
alternativa para extracdo de acidos graxos para producdo de biodiesel, fez-se

necessario proceder a esterificacdo dos extratos de acidos graxos ou lipideos totais
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recuperados para obter os ésteres metilicos dos &cidos graxos (EMAG)
correspondentes, como forma de avaliar a taxa de conversdo do material extraido
em metil ésteres. Assim sendo, para comparar as metodologias, procedeu-se a
esterificacdo dos extratos graxos obtidos por saponificacéo e por extracao a frio.
Para execucgdo do ensaio, o0s vials contendo os extratos obtidos pelo melhor
ensaio de saponificagdo de cada lote e dos ensaios de extragcdo a frio foram
ressolubilizados em hexano e transferidos para tubos de ensaio de tampa
rosqueavel. Ap6s a secagem, as massas de amostra foram determinadas e
procedeu-se a metodologia de Hartman e Lago (1973) modificada da mesma forma
como descrita para esterificacdo in situ. Este ensaio permitiu a posterior verificacao

da conversdo em EMAG’s, ou seja, biodiesel.
4.7 ANALISES DOS PRODUTOS

4.7.1 Acidos graxos obtidos por saponificagéo

A porcentagem massica de acidos graxos nos lotes de biomassa ao final de
cada ensaio do processo de extracdo por de saponificacdo, foi calculada

gravimetricamente de acordo com a equacao (1):

AG:(mf—mO)*@ 1)
m

B

Em que:
AG = % de &cidos graxos na biomassa equivalente seca utilizada;

mf = massa do vial seco com os acidos graxos (g);

m, = massa do vial vazio (g);

M, = biomassa equivalente seca utilizada para o experimento (Q).
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4.7.2 Lipideos totais obtidos pelo método de extragéo a frio

A porcentagem massica dos lipideos totais presentes nos lotes de biomassa

foi calculada de acordo com a equacéo:

LT = (mf —mo)*@ (2)
m

B

Em que:
LT = % de lipideos totais na biomassa seca utilizada;

mf = massa do vial seco com os lipideos totais (g);

m, = massa do vial vazio (g);

My = biomassa seca utilizada para o experimento (g);

4.7.3 Lipideos totais obtidos pelo método de extracdo a quente

A porcentagem massica dos lipideos totais presentes no lote 4 de biomassa
foi calculada de acordo com a equagao 2, em que as massas do vial foram
substituida pelas massas do balédo de fundo chato.

4.7.4 Teor de ésteres na biomassa in natura

Os ensaios de esterificacdo in situ com a biomassa in natura permitiram

calcular a porcentagem de ésteres na biomassa de acordo com a equacado 2, em
que mf representa a massa do vial com os EMAG’s e M, a biomassa seca utilizada

para esterificacao.

4.7.5 Conversdo massica em ésteres metilicos de acidos graxos — EMAG’s
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O célculo de conversdo massica ensaios de esterificagdo dos extratos

graxos em ésteres metilicos de acidos graxos foi realizado de acordo com a seguinte

equacao:

X:(mf—mo)*@ (3)
mA

Em que:

X = conversao massica da amostra em EMAG’s (%);

mf = massa do vial seco com os EMAG’s obtidos (g);

m, = massa do vial vazio (g);

m, = massa dos AG ou LT utilizada para o experimento (g).

4.7.6 Teor de ésteres a partir da conversao dos extratos de LT e AG em EMAG’s

Para que se possa comparar a produtividade em EMAG das metodologias
utilizadas para extracdo de material graxo, foi necessario calcular o teor de ésteres

na biomassa, resultante apés a conversao em EMAG, de acordo com a equacao:

X
%ésteres = (OL) * — 4
0 (OL) 100 4)

Em que:

% ésteres = teor de ésteres resultante apos a esterificacédo (%);
OL =teor de LT ou AG obtidos nas extracdes pelo método a frio e saponificacdo (%);
X = conversao dos LT ou AG em EMAG'’s (%).

4.7.7 Analises dos resultados do planejamento fatorial para saponificacdo

A influéncia das variaveis na extracdo por saponificacao foi estudada pela
confeccéo de gréaficos de superficie de resposta no software STATISTICA 7.0.
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Gréaficos relacionando a influéncia da umidade, volume de etanol e massa de
alcali foram produzidos. Como na modelagem do planejamento experimental a
variavel de resposta de interesse € influenciada por diversas variaveis
independentes, e o objetivo é aperfeicoar a variavel resposta, faz-se necessaria a
confeccao destes gréficos a fim de que se possa avaliar a eficiéncia do processo de
saponificacdo dentro da faixa de valores de cada variavel, em que foram obtidas as
melhores respostas, ou seja, a maior porcentagem de extracdo de acidos graxos.
Essa analise também é de suma importancia para o futuro escalonamento do projeto
de extracdo no NPDEAS, como os volumes de reatores necessarios e taxa de

producao.

4.8 ANALISE QUALITATIVA DOS PRODUTOS

4.8.1 Cromatografia de fase gasosa

Para identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos presentes nos materiais
graxos obtidos pelos diferentes métodos de extracdo, as amostras de ésteres
metilicos de &cidos graxos - EMAG foram analisadas por cromatografia em fase
gasosa no Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos — CEPPA dentro da
Universidade Federal do Parana.

A técnica foi escolhida por ser um método analitico capaz de identificar e
quatificar os ésteres metilicos produzidos no processo de esterificacdo ou
transesterificagcdo. A cromatografia é um método fisico-quimico que tem a
capacidade de separar componentes de uma amostra, realizada pela distribuicao
destes componentes entre duas fases. Uma das fases esta fixa, enquanto a outra
passa através dela. A amostra é introduzida no equipamento e conduzida pela fase
movel (liquida ou gasosa). Durante a passagem da fase movel através da fase
estacionaria (liqguida ou solida), os componentes da amostra séo distribuidos entre
as duas fases, de tal forma que, cada um deles é seletivamente retido pela fase
estacionaria por ter mais afinidade com esta, resultando em uma migragédo
diferencial que promove a separacdo (METCALFE; SCHMITZ ; PELKA, 1966;

SKOOG; HOLLER; NUMAN, 2002; COLLINS;BRAGA;BONATO, 2006).
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As analises por cromatografia gasosa foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso marca Variang modelo CP3900 com injetor split/splittess com detector de
ionizacdo de chama (FID). A coluna capilar utilizada foi a CpSil para FAME’s com
recheio de Polietileno Glicol — 100 m (comprimento) x 0,25 mm (diametro interno) x
0,39 um (espessura do filme). O gas de arraste utilizado foi N, mantido a um fluxo de
40 psi. O volume de injegdo foi 1,0 yL. O forno foi programado para trabalhar no
modo isotérmico a 210 °C e a temperatura do detector foi de 260 °C, sendo o tempo
total da corrida de 70 min. Para deteccdo dos perfis de acidos graxos nas amostras
foi utilizado o Padrdo de FAME’s da Sigma Supelcop com 37 componentes. O
software para aquisicdo de dados foi o Starwork Station 5.0. Os tempos de retencéo
dos acidos graxos da amostra foram comparados com os tempos de retencdo dos

padrées, normatizados e os resultados expressos em g.100g™.

4.8.2 Estimacéo das propriedades dos EMAG’s obtidos

Com base na composicdo quimica dos EMAG’s obtidos a partir das
transesterificacdes dos extratos graxos, pode-se estimar algumas propriedades
relevantes do biodiesel produzido que podem ser inferidas com o auxilio da
composicdo obtida por cromatografia. Neste trabalho algumas propriedades foram
estimadas de acordo com formulas que consideram o perfil dos acidos graxos do
biodiesel, posteriormente comparadas as obtidas por Carvalho et al. (2011). Medidas
experimentais dessas propriedades ndo foram possiveis devido a limitacdo de
amostras em termos massicos.

e Poder calorifico: indica a quantidade de energia desenvolvida pelo
combustivel por unidade de massa. Para determina-lo foi necessario calcular
a massa molar média dos EMAG’s obtidos, o que foi possivel a partir das
porcentagens de cada acido graxo presente no perfil cromatografico e com o

auxilio da equacéao (5):

PCS = (%) — (0,08 11)—430 (5)
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e indice de lodo (I): segundo o método da AOCS Cd 1c-85 (AOCS, 1997)
pode-se estimar o Il com o auxilio do perfil cromatografico de acidos graxos

de acordo com a equacao (6):

Il =(C16:1%0,9976)+ (C18:1+0,8986)+ (C18:2+1810)+(C22:1%0,7497) (6)

4.9 SAPONIFICACAO EM ESCALA PILOTO NO NPDEAS

Antes da otimizacdo do processo de extracdo de &acidos graxos por
saponificacdo, a metodologia experimental considerando somente o ponto central foi
realizada em escala piloto no Laboratorio de Engenharia Quimica da Universidade
Federal do Parana — LABENGE. O processo estd ilustrado na FIGURA 14. A
microalga Scenedesmus sp. foi cultivada em meio CHU no fotobiorreator do
NPDEAS, inoculado com 1000 L de volume concentrado. A biomassa foi obtida por
floculacdo, usando NaOH 0,5 g.L™ e Fe,SO,4 0,1 mol.L™* como agentes coagulante e
floculante, respectivamente. Apdés a decantacdo, o espessado passou por um filtro
prensa localizado no Laboratério de Andlises de Combustiveis Automotivos -
LACAUT, obtendo-se aproximadamente 10 kg de biomassa com 80% de umidade.
A hidrélise alcalina dos triacilglicerideos e acidos graxos livres ocorreu na presenca
de NaOH comercial Sodabels (99% m/m — 0,05 g.g biomassa umida™) e alcool
etilico (99,5% v/v - 2 mL.g biomassa Umida™) em um reator de mistura encamisado,
na temperatura de 60 °C, durante 1 hora. Em seguida o material foi encaminhado a
um tanque de acidificacdo, onde se adicionou HCI Microgquimica® (36,5% viv) até
atingir pH igual a 1,0 e degenerar o sal formado para liberacdo dos acidos graxos. A
etapa seguinte foi a extracéo liquido-liquido com benzina comercial, solvente apolar
a base de hidrocarbonetos similar ao hexano, indisponivel quando da execucdo da
extracao piloto. A fase solvente, contendo os acidos graxos e fragdes apolares, foi
separada em uma coluna de destilacdo até a sua completa purificacdo. Os acidos
graxos presentes na amostra foram analisados, quanto a sua composi¢éo, por

cromatografia em fase gasosa.
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Fotoblorreator
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FIGURA 14 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO PILOTO DE SAPONIFICAGAO NO NPDEAS. FONTE:
NPDEAS (2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 EXTRACAO DOS ACIDOS GRAXOS POR SAPONIFICACAO

A partir do planejamento experimental gerado pelo software STATISTICA 7.0
de forma randomizada, os experimentos foram executados aleatoriamente e o0s
resultados para os lotes 1 e 2, obtidos a partir da biomassa cultivada em sala de
cultivo, encontram-se na TABELA 9.

O melhor resultado para o Lote 1, resultou em 11,92 + 0,96% (m/m) para a
condicdo reacional 11, de biomassa a 80% de umidade, e solucéo alcodlica 0,8% de
KOH (0,064 g de KOH para 10 mL de etanol). J4 para o lote 2, a melhor conversao
foi de 12,17 £ 0,39% (m/m), para a condicao reacional 10, de biomassa a 80% de
umidade, e uma solucéo alcodlica de aproximadamente 2% de KOH (0,4 g de KOH
para 25 mL de etanol). Essa diferenca pode ser devido a utilizacdo da biomassa
seca e ressuspendida nos experimentos com o Lote 2, o que parece dificultar a
reacdo de saponificacdo dos triacilglicerideos, necessitando uma maior
concentracdo de alcali para uma formacéao dos sabdes.

Todavia, os resultados da recuperacdo de acidos graxos nos experimentos
do ponto central para os lotes 1 e 2, 9,48 £ 0,96% e 9,14 + 0,39%, respectivamente,
nao apresentou diferenca significativa. Nessa condicdo reacional, a biomassa
possuia 80% de umidade, e a solucdo alcoodlica a aproximadamente 5% de KOH.

Na FIGURA 15, pode-se comparar os valores de recuperacdo de AG nos
experimentos para todos os lotes. Como ja explicitado, as melhores conversfes para
os lotes 1 e 2 foram acima de 10% de AG. No entanto os melhores rendimentos dos
lotes 3 e 4, foram menores, 5,28 + 0,34% e 6,08 £ 0,32%. Tal fato indica a menor
guantidade de acidos graxos livres e lipideos neutros (trialcilglicerideos) nos lotes
cultivados em fotobiorreator. Os resultados da recuperacdo podem ser
comparadados com a porcentagem de LT obtidos na extracdo pelo método a frio,

mais adiante nesse trabalho.
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TABELA 9 - RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2° PARA EXTRACAO DE AG
DA BIOMASSA SAPONIFICACAO.

. Etanol < Lote 1 Lote 2
Ensaios (mL) KOH (g) Agua (mL) AG (%) AG (%)
1 5 0,2 1 2,99 5,27
2 15 0,2 1 523 9,18
3 5 06 1 3,16 2,74
4 15 06 1 6,60 7,84
5 5 0,2 7 3.87 0,93
6 15 0.2 7 9,64 2,55
7 5 06 7 7,02 2,66
8 15 06 7 9,00 3,71
9 1,6 0,4 4 101 0,92
10 25 0,4 4 1081 12,17
11 10 0,064 4 11,92 5,46
12 10 1 4 6,85 3,39
13 10 0,4 0,7 774 10,86
14 10 0,4 12 7,38 3,99
15 (C) 10 0,4 4 11,10 8,75
16 (C) 10 04 4 9.43 9,14
17 (C) 10 0,4 4 1047 9,14
18 (C) 10 0,4 4 8.54 9,53
M(C) 9,48 9,14
o (C) 0,96 0,39
M (C): média obtida no ponto central
o (C): desvio padrdo da média
14 -
12 -
10 -
o 8-
<
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0 T T T 1
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FIGURA 15 - ACIDOS GRAXOS OBTIDOS A PARTIR DOS MAIORES RENDIMENTOS DA
EXTRACAO POR SAPONIFICACAO.
As barras verticais representam o erro padrao o.
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5.2 SUPERFICIE DE RESPOSTA

Na FIGURA 16, que representa a superficie de resposta para as variaveis
estudadas, pode-se avaliar a interagdo da umidade da amostra com o volume de
etanol utilizado. A area em vermelho intenso indica a maior recuperagdo em
porcentagem AG sobre a biomassa seca equivalente. Numa avaliagcdo preliminar,
umidades entre 50 e 80% juntamente com volumes acima de 15 mL por grama de
biomassa seca resultam numa recuperagdo maior em AG. Demonstrando que a

reacdo de saponificagcdo parece ser mais eficaz quanto mais fluida a amostra no
momento do experimento.
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FIGURA 16 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EXTRACAO DE ACIDOS GRAXOS POR

SAPONIFICACAO EM RELACAO AO VOLUME DE ETANOL E UMIDADE POR GRAMA DE
BIOMASSA SECA.

Ja a analise da recuperacdo de AG considerando apenas a massa de KOH e
volume de etanol por grama de biomassa seca, revela que as maiores recuperagoes
se dao ao se utilizar massas entre 0,4 g e 0,8 g de KOH por grama de biomassa

seca e acima de 15 mL de etanol, a recuperacdo de AG para essas condi¢coes

analisadas isoladamente resulta em torno de 10% de AG por grama de biomassa,
conforme a FIGURA .
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FIGURA 17 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EXTRACAO DE ACIDOS GRAXOS POR

SAPONIFICACAO EM RELACAO AO VOLUME DE ETANOL E MASSA DE KOH POR GRAMA DE
BIOMASSA SECA.

Analisando o grafico de superficie de resposta para a interacdo entre a
umidade e a massa de KOH, conforme mostra a FIGURA 18, percebe-se pouca
influéncia da umidade quando se compara essas duas variaveis isoladamente,
valores abaixo de 0,8 g de KOH por grama de biomassa seca e umidades entre 50 e
80% resultam em recuperacgdes de AG similares, ao redor de 5%.
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FIGURA 18 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EXTRACAO DE ACIDOS GRAXOS POR

SAPONIFICACAO EM RELACAO A UMIDADE E MASSA DE ALCALI POR GRAMA DE BIOMASSA
SECA.

Por fim, os dados de massa de KOH e volume de etanol foram relacionados
em forma de titulo em massa e um grafico analisando as trés variaveis
simultaneamente p6de ser confeccionado, conforme a FIGURA 19. Pode-se prever
entdo, confirmando o que demonstraram os outros graficos isolados, que a utilizagéo
de uma solucéo alcodlica inferior a 8% de KOH e umidades entre 50 e 80% parecem
atingir a mesma recuperacdo em AG, ao redor de 10%, ou seja,
0,1 g AG. g biomassa seca™.

5.3 EXTRACAO DE LIPIDEOS PELOS METODOS A QUENTE E A FRIO

Os resultados da recuperacéo de lipideos totais obtidos pelo método a frio
estdo representados na FIGURA 20. Os lotes 1 e 2, apresentaram maior
recuperacdo de LT, 14,96 + 1,31%, 16,62 + 0,21%, respectivamente. Ja para 0s
lotes 3 e 4, houve uma recuperacgao de 11,39 + 0,31% e 14,32 + 0,34%.
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FIGURA 19 - SUPERF[CIE~ DE RESPOSTA PARA EXTRAGAO DE ACIDOS GRAXOS EM
RELACAO A CONCENTRACAO DE SOLUCAO ALCOOLICA UTILIZADA E UMIDADE.

O fato da porcentagem em massa de LT de todos os lotes ser maior que a
extracdo de acidos graxos por saponificacdo, da-se pelo fato de que entre os
lipideos totais obtidos pelo método a frio, estdo moléculas insaponificaveis, ou seja,
gue ndo apresentam acidos graxos em sua composicdo, e também pelo fato de que
nos lipideos neutros, os triacilglicerideos, ha a molécula de glicerol acoplada ao
acido graxo, como visto na revisdo de literatura, que infere no maior peso molecular
dos extratos obtidos. A correta comparacao das metodologias é realizada quando se
avalia a conversdo dos métodos em EMAG'’s.

A extracao dos LT pelo método a quente do lote 4, por sua vez, resultou em
9,20 + 0,28% de LT, considerado baixo, uma vez que, utilizou-se um tempo
relativamente longo para extracéo, 8 h de refluxo. A diferenca na recuperacéo de LT
entre os lotes cultivados em sala de cultivo, 1 e 2, e fotobiorreator, 3 e 4, deve-se
as condicbes de cultivo dentro do laboratorio e no fotobiorreator. Porém, o objetivo
deste trabalho ndo é de comparar os sistemas de producédo. Desse modo cada lote
comporta-se de maneira independente e serve como base apenas de comparacao
das metodologias. Assim sendo, os dados de LT obtidos pelo método a frio
confirmam as recuperagdes de AG por saponificacdo, visto que os lotes 3 e 4

apresentaram menor quantidade de LT assim como de AG.
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FIGURA 20 - LIPIDEOS TOTAIS OBTIDOS A PARTIR DA EXTRACAO A FRIO DOS LOTES DE
BIOMASSA.
As barras verticais representam o erro padrao o.

5.5 CONVERSAO DOS EXTRATOS DE AG E LT EM EMAG’S

A partir das massas de LT obtidas por extracéo a frio e de AG obtidas por
saponificacdo, foi possivel realizar o ensaio de esterificacdo desses extratos e
calcular de acordo com a equacao 3, quanto do material foi convertido em EMAG.
Esse resultado torna-se importante para que se possa avaliar a eficiéncia da
metodologia de saponificacdo para a producdo de biodiesel de microalgas. Assim
sendo, quanto mais proxima de 100% for a conversdao, menos residuos e material
graxo insaponificavel (pigmentos e outras moléculas apolares) ha na amostra que foi
submetida a esterificacdo. Na TABELA 10, sdo apresentados os teores de material
graxo dos ensaios de saponificacdo (maior rendimento) e extracdo a frio, assim
como a conversdo massica em EMAG em porcentagem. Pode-se perceber a
diferenca entre os valores de converséo, que para os extratos de AG (saponificagao)
fica em torno de 90% e para os extratos de LT, varia de 60 a 80%. Com esses
resultados de conversdo, a ideia de que por mais que se obtenham valores
relativamente altos na recuperacgéo de LT, dificilmente se obtera converséo eficiente
em EMAG’s, pois entre os LT ha material insaponificavel e também pigmentos como
a clorofila, que é fortemente apolar e é extraida juntamente quando se utiliza o
método de extracdo a frio proposto por Bligh e Dyer (1959). Por outro lado,
recuperagbes modestas de AG ao se utiliza o método de saponificagdo, podem
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garantir conversfes maiores e menos problemas na separacdo de fases ao término

da metodologia de esterificagéo.

TABELA 10 - RESULTADO DA CONVERSAO MASSICA EM EMAG’'S EM RELAGCAO A BIOMASSA
SECA.

3 Lote 1 Lote 2
Método de
Extracéo AG - LT Xemac(%0) AG - LT Xemac(%6)
Saponificacdo 11,92 + 0,96 90,31 £ 0,36 12,17 + 0,39 89,66 + 9,26
Método a frio 14,96 + 1,31 74,13+ 7,87 16,62 + 0,20 64,89 + 4,34

A TABELA 11 apresenta os valores de conversdo massica em EMAG’s de
todos os lotes de acordo com a metodologia de extracdo utilizada. Para todos os
lotes, a conversdo dos AG em EMAG’s foi maior, confirmando o que foi discutido
anteriormente. Ressalta-se que esta conversdo de AG em EMAG ainda poderia ser
maior, mais proxima a 100%, no entanto, como o método de saponificacdo utiliza
hexano para extragdo, é praticamente impossivel ndo extrair outras moléculas mais
apolares juntamente com os AG. A FIGURA 21 apresenta a aparéncia do material
graxo extraido pelas metodologias antes da conversdo em EMAG’S, em que se
percebe nitidamente a presenca de pigmentos nos lipideos obtidos por extracdo a
frio. H& poucos dados na literatura que avaliam a conversdo dos LT e AG em
biodiesel, fator que leva a discussao a cerca da utilizacdo destes microorganismos

na producédo de biodiesel ser baseada em extrapolacdes (TEIXEIRA, 2006).

TABELA 11 - CONVERSAO MASSICA (%) EM EMAG.

Extracao Extracao a frio Extracdo por saponificacdo
Lote 1 68,63 + 2,61 90,32 +1,94
Lote 2 64,93 + 0,44 89,74+ 0,81
Lote 3 61,72+ 0,63 78,93 +£0,90

Lote 4 40,81 +£ 0,82 89,91 + 0,63
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FIGURA 21 — ASPECTO VISUAL DO MATERIAL GRAXO EXTRAIDO POR A) METODO A FRIO E
B) SAPONIFICACAO. *SOLUBILIZADOS EM HEXANO. FONTE: A AUTORA (2012).

Como a extracdo a quente s6 pode ser realizada com o Lote 4, a mesma
apresentou uma conversao massica de 28,72 = 3,01%, considerada baixa em
relacdo as conversdes pelos outros métodos e que nao pode ser repetida devido a

limitagdo de massa da amostra de lipideos totais.

5.6 COMPARAQAO DO TEOR DE ESTERES OBTIDOS A PARTIR DO METODO IN
SITU, EXTRACAO A FRIO E DE SAPONIFICACAO

Como ja citado anteriormente, para correta comparacdo das metodologias
em escala laboratorial, foi calculado o teor de ésteres resultante para os quatro lotes
frente as duas metodologias. Os resultados sdo apresentados na FIGURA 22.

A partir da esterificacdo in situ realizada de acordo com o método de Hartman
e Lago modificado (MENEZES et al., 2012), pode-se prever a quantidade de
EMAG’s em cada lote de biomassa. Os resultados serviram para avaliar também a
eficiéncia de uma metodologia de esterificagdo in situ frente a metodologias que
utilizam previamente a extracdo do material graxo para posterior conversdo em
biodiesel. Os lotes 1 e 2, apresentaram teor de 9,17 + 0,04% e 6,73 £ 0,31%,
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respectivamente, sendo inferiores aos rendimentos dos lotes 3 e 4, 11,08 + 0,88% e
9,89 + 0,54%, respectivamente.

A principio, um maior teor de lipideos totais e acidos graxos resultariam em
maior teor de ésteres na esterificacdo da biomassa, porém, isso ndo é observado,
pois os lotes 3 e 4 apresentaram nos experimentos anteriores, menores
porcentagens de LT e AG, logo deveriam apresentar menor teor de ésteres na
metodologia in situ para obtengdo dos EMAG’s. No entanto, as caracteristicas da
biomassa podem influenciar esses resultados, como por exemplo, a biomassa seca
do lote 3, cultivado em FBR, podem ter membranas celulares mais resistentes
relacionadas as condi¢cdes de cultivos a que foi exposta, e que ndo foram
suficientemente quebradas para extracdo de LT e AG. E uma metodologia in situ
com a utilizacdo de reagentes mais agressivos, basicos e acidos, essa conversao a
ésteres metilicos pode ser substancialmente mais eficiente. Todavia, a execucao
dos experimentos in situ serviu de comparacdo as conversdes de LT e AG em
EMAG’s posteriormente.

Para os lotes 1, 3 e 4 ha diferenca no rendimento das metodologias. No lote
1, o rendimento em ésteres foi de 10,26 + 1,32% quando da execucado da extracdo a
frio e 10,02 + 0,96% quando realizada a saponificacdo. Ja para o lote 2, o
rendimento em ésteres da extracdo por saponificacdo superou o da extracao a frio,
10,91 + 0,24% contra 10,78 + 0,39%. Ressalta-se neste ponto que, os rendimentos
dos lotes 1 e 2 foram similares, ambos representam também o rendimento em
ésteres quando o cultivo é realizado em sala de cultivo com condi¢Bes controladas.
Neste caso, ndo houve diferenca significativa para a extragcdo por saponificacéo

guando a biomassa foi utilizada iumida e fresca ou seca e ressuspendida.
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FIGURA 22 - TEOR DE ESTERES A PARTIR DA CONVERSAO DA BIOMASSA IN NATURA E DOS
EXTRATOS DE LT E AG EM EMAG'’S.
As barras verticais representam o erro padrao o.

Ja o lote 3 apresentou diferenca no teor de ésteres para os dois métodos de
extracdo, devido a diferenca entre o LT e AG das extracdes, valores que foram
utilizados na equacéo 4, e também da propria extracdo com a biomassa seca e
ressuspendida, a qual pode ter sido homogeneizada de maneira insuficiente.
Todavia, surpreende o baixo teor de ésteres dos lotes 3 e 4 ambos cultivados no
fotobiorreator do NPDEAS, no entanto, o baixo teor de ésteres pode ser decorrente
de inumeros fatores externos, como por exemplo o cultivo, e ndo do método de

extragao.



71

5.7 ANALISE DA VARIANCIA — ANOVA para extracdo de AG por saponificacio

A Tabela 12 representa os valores dos efeitos estimados para cada variavel
independente (volume de etanol, massa de alcali e umidade). Esses valores se
referem a influéncia que essas variaveis exercem sobre a resposta (conversdo em
acidos graxos) a um nivel de 95% de significancia. A tabela de analise de variancia é
uma ferramenta do software STATISTICA e é gerada automaticamente quando
comandada. Os valores utilizados para confeccdo da mesma foram os rendimentos
do planejamento fatorial dos lotes 1 e 2.

A andlise de variancia baseia-se na decomposicao da contribuicao total da
variavel resposta em partes que podem ser atribuidas aos tratamentos e ao erro
experimental. Essa variacdo pode ser medida por meio das somas de quadrados
como mostrado na TABELA 12.

A partir destes dados gerados pelo software, obtém-se o valor de p para um
nivel de significancia de 90%. A analise deste valor de p mostra que as variaveis
volume de etanol e umidade sdo estatisticamente significantes na producédo dos
acidos graxos como comentado na legenda da tabela. Ja a massa de alcali (KOH)

nao foi significativa para esse nivel de significancia.

TABELA 12 - ANALISE DE VARIANCIA PARA OS EXPERIMENTOS DE SAPONIFICACAO

sQ® b Fcal® d
Origem da Variancia GL Valor - p
Etanol 17,025 1 10,399 0,014
Alcali 0,121 1 0,073 0,794
Umidade 28,802 1 17,592 0,004
Incerteza 11,461 7 - -

? SQ = Soma dos quadrados ou soma quadratica; ® GL = Graus de liberdade; ;°Fcal = F calculado
com a razdo entre médias quadraticas (ou variancias). Fcal é utilizado pela planilha no calculo do
valor-p correspondente. ‘p < a (normalmente a = 0,05) significa que a fonte de variagdo &
significativa no teste de hipoteses estatistico.

A observacdo das variaveis significantes no processo de extracado por
saponificagcdo é importante no escalonamento do processo, pois demonstra que o
teor de umidade da biomassa pode ser limitante e a quantidade de KOH na
saponificagdo ndo necessita ter uma medicdo exata, visto ser agente qualitativo da

reacao e nao quantitativo.
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A composigcdo em acidos graxos obtidas a partir do EMAG’a processados por

cromatografia em fase gasosa resultou no perfil que pode ser observado na TABELA

13.

TABELA 13 - COMPOSICAO EM AG DOS LOTES UTILIZADOS PARA EXTRAGAO PELO METODO
A FRIO E POR SAPONIFICACAO.

Resultados (g.100g™)

Acidos Graxos Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
MFR* SAP* MFR SAP MFR SAP MFR  SAP
C12:0 — Laurico 1,25 1,39 - - - - - -
C13:0 - Tridecandico - 0,58 - - - - - -
C14:0 — Miristico - 1,49 - 163 3,08 - 1,01 1,43
C14:1 - Miristoléico 1,25 0,70 - - - - - -
C15:0 - Pentadecandico - 3,10 - 3,06 - - 2,57 2,52
C16:0 - Palmitico 23,04 29,11 34,73 33,11 4397 60,09 2425 38,75
C16:1- Palmotoléico 1,39 2,01 - 219 434 601 242 449
C17:0 - Heptadecandico 0,94 0,93 - 0,88 - - 1,42 1,17
C17:1 - Heptadecandico 0,98 1,62 - 1,95 3,40 - - -
C18:0 — Estearico 2,64 1,33 5,75 1,04 - - 0,46 0,96
C18:1 - Oléico 22,32 18,29 16,64 18,15 20,57 22,46 1474 21,46
C18:2 — Linoléico 17,56 16,37 17,75 14,86 10,61 3,93 21,02 11,85
C18:3 - Linolénico 27,03 21,58 2513 21,87 1405 7,52 27,57 1578
C20:1 - Eicoseindico 1,59 1,33 - 1,27 - - - 1,32
C20:2 - Eicosadiendico - 0,22 - - - - - 0,29
SATURADOS 27,86 37,80 4048 39,72 47,05 60,09 29,72 44,79
MONOINSATURADOS 7756 2394 16,64 2355 2831 2846 2173 27,26
POLIINSATURADOS 4458 38,17 42,88 36,73 24,65 11,45 4857 27,93

* MFR — extracao pelo método a frio; **SAP — extracdo por saponificagéo.

Como comentado na revisao bibliografica, a composicdo em acidos graxos

na microalga pode sofrer grandes variagcées de acordo com as condi¢des de cultivo

fato observado para as amostras descritas na TABELA 13.
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Segundo Makulla (2000), o padrdo de acidos graxos em microalgas é
conhecido por ser altamente variavel, primeiramente, depende do grupo ao qual a
espécie em estudo pertence (LEE et al., 1971), outro fator séo as condicfes internas
e externas a que estdo submetidas as microalgas como temperatura (MORTENSEN
et al., 1988), irradiacdo (THOMPSON et al., 1990), limitacdo de nutrientes (MULLER-
NAVARRA, 1995) e por ultimo a fase de crescimento da populacdo de microalgas e
sua taxa de crescimento (COHEN et al.,, 1988) podem influenciar na composi¢éo
quimica das microalgas.

Desse modo a comparacédo dos perfis em AG é tdo somente para avaliar se a
metodologia proposta obtém perfil semelhante ao de uma metodologia classica
como a de Bligh e Dyer, pois como sdo métodos intrinsecamente diferentes,
poderiam resultar na extracdo majoritaria de um ou outro acido graxo. Pode-se
observar que os dois métodos apresentaram perfis semelhantes para todos os lotes,
um ou outro AG minoritario foi extraido por uma metodologia e pela outra néo.

O é&cido graxo C16:0 que apresenta estabilidade a oxidacdo, aparece em
guase todos os perfis. Porém também ha a presenca dos insaturados: C18:1, C18:2
e C18:3 que, por apresentarem insaturagbes, possuem pouca estabilidade a
processos oxidativos. Porém, a estimativa das propriedades do EMAG’s obtidos com
esses perfis auxilia na definicho de algumas caracteristicas do biodiesel de
microalgas do ponto de vista técnico.

Em todos os lotes trabalhados, houve consideravel recuperacdo de acidos
graxos poliinsaturados, destacam-se o C18:2 e C18:3. Assim, o cultivo de
microalgas pode ser visto como alternativa para producdo desses acidos graxos
poliinsaturados para nutricdo de animais e seres humanos (MEDINA et al., 1998).

Em suma, a metodologia de saponificacdo obteve em maior extracdo de
acidos graxos saturados, ja para os acidos graxos poliinsaturados a extracdo por

saponificacao foi ligeiramente inferior.

5.9 ESTIMATIVA DAS PROPRIEDADES DOS EMAG'’s

A partir dos perfis cromatograficos dos lotes, foi possivel calcular as massas
molares médias dos acidos graxos constituintes e assim obter algumas propriedades

do EMAG’s das microalgas. As propriedades foram calculadas para os lotes 3 e 4,
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cultivados em fotobiorreator. Os resultados sdo apresentados na TABELA 14. As
massas molares médias dos acidos graxos foram calculadas a partir da média
ponderada considerando a porcentagem de cada acido graxo presente; pela
semelhanca do perfil cromatografico dos lotes as massas molares médias devem ser

proximas.

TABELA 14 - PROPRIEDADES ESTIMADAS DOS EMAG’'S OBTIDOS A PARTIR DOS LOTES
CULTIVADOS NO FBR.

Fotobiorreator

Lote 3 Lote 4 SOJA

Estimativas das propriedades do Biodiesel MFR SAP MFR SAP -

Massa Molar media — &cidos graxos (g.mol™) 257,59 264,51 247,81 251,60 -

Massa Molar media — EMAG (g.mol™) 271,11 278,52 260,65 264,72 -
indice de lodo [I, (g). amostra (100 g™) 80,42 53,85 129,06 88,36 120 -141
Poder Calorifico Superior (PCS) [(MJ.kg)] 44,10 41,67 41,25 41,39 39,5

Os indices de lodo calculados foram maiores para o0 método de extracao a
frio nos dois lotes do fotobiorreator, e menores para saponificacéo, visto que esse é
um indice que reflete o grau de insaturacdo do material graxo, o MFR como resultou
em uma composicdo de AG com maior porcentagem de insaturados, logo, seu
indice de lodo seria maior. Para efeito de comparacéo, o biodiesel de soja apresenta
comumente valores entre 120 — 141 |, (g). amostra (100 g™) (CECCHI, 2003 citado
por COSTA, 2006), a norma europeia (EN 14214) institui 0 maximo para o indice de
lodo como sendo de 120 g [,/100 g (LOBO, FERREIRA; CRUZ, 2009), desse modo,
os valores alcancados para o perfil extraido por saponificagdo, apresentam
melhores indices que a metodologia classica a frio, para os dois lotes dentro do
limite das normas.

Quanto ao poder calorifico calculado, os perfis extraidos por saponificacao
apresentaram valores ligeiramente superiores, considera-se que quanto maior o
valor deste parametro maior sera a quantidade de energia gerada. Em MJ, porém,
os valores sdo da mesma ordem, de 41 a 44 MJ por kilo de biodiesel. Em seu
trabalho, Carvalho et al. (2011), obteve PCS de aproximadamente 41,6 MJ por mol

de biodiesel de microalgas a partir de metandlise in situ, desse modo, os valores
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encontrados condizem com a realidade para o biodiesel de microalgas, ja que o
biodiesel de soja apresenta em torno de 39,5 MJ (CERBIO, 2007) por kg.

5.10 RENDIMENTO DO PROCESSO PILOTO DE SAPONIFICACAO

Para céalculo do rendimento do processo piloto de extracdo por saponificacéo,
primeiramente considerou-se uma perda de biomassa durante todo o processo:
houve perdas de material no transporte e operacdo dos equipamentos, estimadas
em torno de 10%, além disso, néo foi verificado o grau de degradacao do material no
momento da floculacédo, totalizando as perdas de biomassa em 30%. Assim sendo,
este valor foi descontado da massa inicial (biomassa Umida de Scenedesmus sp.) de
partida do reator, ao final do todo o processo, um vial de massa conhecida recebeu
10 mL do solvente contendo o material graxo. Este vial foi seco em estufa a 60 °C
até massa constante, e de posse deste valor, extrapolou-se a massa para o volume
de solvente que foi utilizado para o experimento piloto. Assim, o rendimento do
processo foi de 12,3% de material graxo em relacdo a biomassa seca presente
inicialmente, semelhante aos resultados alcancados em laboratorio.

Este cendario mostra apenas as perspectivas para a espécie
Scenedesmus sp.. Estudos apontam que o conteudo lipidico total dessa microalga
varia de 12 a 14% em relagéo ao peso seco (BECKER, 1994), sendo que os valores
obtidos pela saponificacdo da biomassa Umida condizem com o esperado para a
espécie. Certas espécies chegam a acumular até 80% de lipideos em relacdo ao
Seu peso seco, mas comumente sdo encontrados valores em torno de 20 a 50%,
como por exemplo: Nannochloropsis sp. 31-68% Schizochytrium sp. 50-77%,
Chlorella sp. 28-32% e Phaeodactylum tricornutum 20-30% (CHISTI, 2007). A
FIGURA 23 mostra o aspecto visual do material extraido em escala piloto, todavia,
bastante diferente do material graxo obtido em laboratério que tem coloracao
amarelada, o material graxo obtido pelo processo piloto possui alguma quantidade
de clorofila, uma vez que a extragao foi realizada com benzina comercial, solvente
organico composto por alcanos de cadeia de 5 a 9 carbonos, com maior carater

apolar que o hexano utilizado em laboratorio.
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FIGURA 23 — MATERIAL GRAXO OBTIDO POR SAPONIFICAGAO EM ESCALA PILOTO.

Os principais &cidos graxos presentes verificados na analise cromatografica
idéntica a realizada com os lotes de laboratério, bem como sua classificacédo, estao
indicados na Tabela 15.

Sendo assim, pode-se prever que os ésteres derivados dos acidos graxos de
microalgas apresentem baixa estabilidade oxidativa, visto que aproximadamente
65% da sua composicdo compreendem acidos graxos insaturados. Assim, esse
material possui grande importancia no mercado farmacéutico e alimenticio (HARUN
et al., 2010).

O processo piloto revelou alguns problemas no aumento de escala da
extracdo, como por exemplo, as perdas de biomassa na floculacdo e partida do
reator, bem como a impossibilidade de se retirar todo o material graxo das
microalgas sem arraste de pigmentos, porém a curto prazo pode servir para extracao
do material graxo em maior quantidade que possam servir de base para outros

estudos do grupo na producao de biodiesel.
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TABELA 15 — PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS OBTIDOS PELO PROCESSO PILOTO DE
SAPONIFICACAO

Acidos Graxos Resultado (g/100g)
C16:0 - Palmitico 18,50
C18:0 - Esteérico 2,60
C16:1 - Palmitoléico 14,01
C18:1 - Oléico 19,91
C18:2 - Linoléico 10,05
C18:3 - Linolénico 20,08
Outros 14,85
Saturados 28,45
Monoinsaturados 36,31
Poli-insaturados 28,84
Trans-Isdbmeros Totais 6,40

Tendo em vista a necessidade de autossuficiéncia, o Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Energia Autossustentavel visa a construcdo de novos
fotobiorreatores para a alimentagdo da planta de producdo de biodiesel e também
uma planta piloto de extracdo apropriada a execucdo de ensaios com a biomassa
Umida, todavia, a pesquisa também foca em outros coprodutos derivados de
microalgas, como por exemplo, compostos de elevado valor biotecnoldgico, como
acido linoleico (bmega 6) e linolénico (bmega 3), visto a quantidade de acidos graxos

poliinsaturados presentes nas microalgas.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, os &cidos graxos de biomassa Umida da microalga
Scenedesmus sp. foram extraidos pela metodologia de saponificacdo e comparados
guantitativamente e qualitativamente a metodologia classica de extracdo de lipideos
de microalgas (método a frio proposto por Bligh e Dyer (1959). As conclusdes

podem ser resumidas como se segue:

[1] Os lotes de biomassa de Scenedesmus sp. cultivados tanto em sala de cultivo
guanto em FBR apresentaram rendimento médio de 9-12% de material graxo
utilizando a metodologia de extracdo por saponificacdo, que mostrou ser seletiva na
extracdo de material graxo com riqueza de acidos graxos, pois a conversdao em
EMAG'’s foi superior a 78% nos experimentos; a coloracdo amarelada do material

extraido corroborou a pureza do material graxo;

[2] Os maiores rendimentos na extracdo por saponificacdo foram obtidos com
biomassa de aproximadamente 80% de umidade e solugdo alcodlica ao redor de 5%
de KOH em etanol; condizente com o ponto central do planejamento fatorial
realizado, todavia, segundo a analise dos graficos de superficie de resposta e de
variancia, a utilizacdo de uma solucéo alcodlica inferior a 8% de KOH e umidades
entre 50 e 80% demonstraram atingir a mesma recuperacdo em AG, sendo a

umidade e o volume de etanol estatiscamente significantes ao processo;

[3] Na extracédo a frio, obteve-se 14 - 16% de LT, porém houve menor conversdo na
esterificacdo por Hartman e Lago modificado, de 40 — 65%; visto que método a frio
extrai muitos pigmentos (clorofila) e lipideos polares presentes na biomassa, que
nao apresentam &cidos graxos em suas estruturas. No entanto, em teor de ésteres -
EMAG, as duas metodologias apresentaram rendimentos semelhantes para cada
lote, todavia, a extracdo a frio apresenta iniUmeras etapas e utiliza solventes toxicos
em sua execucdo (metanol e cloroférmio), desse modo, conclui-se que a
metodologia de saponificacdo é viavel na escala utilizada, pela diminuicdo de etapas
(omite-se a secagem), seletividade para acidos graxos e utilizacdo de solvente

menos toxico;
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[4] Por fim, a composi¢cdo em AG dos lotes extraidos por ambas as metodologias
apresentaram elevada semelhanga quanto a composi¢ao qualitativa de saturados,
mono e poliinsaturados, demonstrando que o processo de saponificacdo pode ser
utilizado sem 6nus do perfil dos acidos graxos extraidos. Assim sendo, a secagem
da biomassa Umida pode ser dispensada para extracdo de material graxo de
Scenedesmus sp. pelo NPDEAS, contribuindo com a reducdo de operacdes
unitarias a 0 processo e obtendo-se material purificado para producédo de biodiesel

de microalgas em maior escala a partir da extracdo por saponificacao;
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando os resultados e conclusdes desta dissertacdo, sugere-se para

trabalhos futuros:

e Saponificacdo de biomassa de outras espécies de microalgas, com maior
rendimento em material graxo;

e Esterificacdo do material graxo obtido por saponificacdo em escala piloto;

e Célculo do gasto energético das metodologias de extracdo de material graxo;

e Estudo da cinética da reacdo de saponificacdo dos &cidos graxos de
microalgas;

e Escalonamento do processo de saponificagcdo no NPDEAS;

e Estudo do ciclo de vida do biodiesel de microalgas;
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