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RESUMO

A utilizacdo de energias de fontes renovaveis se torna cada dia mais
necessaria, e o Brasil como pais que utiliza amplamente a malha rodoviaria
demanda pelo uso de biocombustiveis. O diesel € um combustivel de natureza
féssil e nao renovavel portanto, seu uso excessivo pode levar a escassez. O
biodiesel € um combustivel renovavel obtido através da reacdo de oleos
vegetais ou gorduras animais com alcoois primarios como etanol e metanol. O
objetivo deste trabalho foi extrair o 6leo da microalga Tetradesmus obliquus,
caracteriza-lo e realizar a sintese do biodiesel proveniente do dleo de
microalgas. Para extracao de lipidios da microalga foram testados diferentes
métodos: extracéo a frio com solventes, a quente com solventes, saponificacéo
e extracdo por fluido super critico. O método que apresentou melhores teores
de extragdo de acidos graxos e material apolar foram os de extragdo a quente
utilizando como solvente etanol e hexano (30:70) obtendo extragao de 12,79%
de material apolar total e destes 6,51% de acidos graxos. As amostras obtidas
a partir das extracdes foram fracionadas através do processo de saponificagio:
material apolar insaponificavel e material saponificavel (acidos graxos). Os
acidos graxos foram esterificados por catalise acida e enzimatica e as amostras
das duas fragdes foram submetidas a cromatografia gasosa com detector de
massa acoplado para identificacdo dos compostos de cada amostra. A amostra
de acidos graxos apresentou predominancia do acido graxo C16 palmitico, e
dos acidos graxos C18 oleico, linoleico, linolénico e estearico. A fragdo de
insaponificaveis apresentou hidrocarbonetos de cadeia longa, como o
heptadecano (cerca de 30% de area do cromatograma), mas também em
menor quantidade estava presente o octadecano, e um composto nafténico. Os
ésteres obtidos através da catalise enzimatica tiveram percentual de conversao
de 91,3%, enquanto na catalise quimica houve conversao total, porém, a
pureza alcancada apos purificacdo em bauxita foi de 79 e 82%,
respectivamente. A analise do ciclo de vida foi realizada para avaliar os
impactos ambientais gerados pelos processos empregados neste trabalho,
sendo o processo de saponificagdo o processo mais agressivo ambientalmente
devido a alta geragdo de residuos durante o processo e a impossibilidade de
reutilizacdo da biomassa e reagentes. O 6leo obtido da microalga T. obliquus
mostrou-se uma alternativa interessante para a geragao de biocombustiveis, e
novos estudos de purificacdo dos ésteres e hidrocarbonetos obtidos devem ser
realizados a fim de obter altos niveis de pureza para aplicabilidade dos
combustiveis.

Palavras-chave: microalga, biodiesel, métodos de extragcéo de lipidios.



ABSTRACT

Every day the use of renewable energy sources becomes more necessary, and
Brazil is a country that widely utilizes it's road network demands using bio fuels.
Diesel is a fossil fuel in its nature so, therefore, its excessive use can lead to
shortages. The Bio Diesel is a renewable fuel obtained through the reaction of
vegetable oils or animal fats with primary alcohols like ethanol and methanol.
This studies objective was to extract oil from the micro algae Tetradesmus
obliquus, to categorize it and to synthesize bio diesel from micro algae’s oil. To
extract the lipids from micro algae different methods were tested: cold oil
extraction with solvents, hot extraction with solvents, saponification and
extraction with super critic fluid. The method that showed best levels of fatty
acids extraction and non-polar material were the hot extraction using ethanol
and hexane as solvent (30:70) obtaining a 12,79% extraction rate of non-polar
material in total from what 6,51% were fatty acids. The samples obtained from
the extraction were fractionated through the process of saponification:
unsaponifiable non-polar material and unsaponifiable material (fatty acids). The
fatty acids were esterificated through acid catalysis and enzymatic catalysis and
the samples of the two fractions were submitted to a gas chromatography with a
mass detector coupled to identify each sample composites. The sample of fatty
acids showed predominance of palmitic C16 fatty acid, and oleic C18 fatty
acids, linoleic, linolenic and stearic. The fraction of the unsaponifiable showed
long chain hydrocarbons like heptadecane (about 30% of the chromatogram
area), but also, to a lesser extent, octadecane and a naphthenic compound
were present. The esters obtained through enzymatic catalysis had a
conversion rate of 91,3% meanwhile the chemical catalysis had a complete
conversion, although, it's purity rate after bauxite purification reached between
79 and 82%, respectively. The life cycle analysis was carried to assess the
environment impacts generated by the processes employed in this work, with
the saponification process being the most environmentally aggressive process
due to the high generation of waste during the process and the impossibility of
reusing biomass and reagents. The oil obtained from the microalgae T. obliquus
proved to be an interesting alternative for the generation of biofuels, and new
purification studies of the esters and hydrocarbons obtained must be carried out
in order to obtain high levels of purity for the applicability of the fuels

Key-words: microalgae, biofuel, lipid extraction methods.
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1. INTRODUGAO

O Brasil € um pais dependente de sua malha rodoviaria para
abastecimento e distribuicdo de insumos tornando o diesel peca chave para
este processo. O diesel € um combustivel de natureza féssil e ndo renovavel
portanto, seu uso excessivo pode levar a escassez. O desenvolvimento de
novos combustiveis de natureza renovavel tem sido um assunto cada vez mais

presente nos dias atuais.

O biodiesel € um combustivel renovavel obtido através da reacao de
Oleos vegetais ou gorduras animais com alcoois primarios de cadeia curta,
como etanol e metanol. Os produtos desta reagao sao glicerina e ésteres, que
apos um processo de purificagao para atender as especificacbes de qualidade
podem ser utilizados como biodiesel. Desde 2003, o Brasil vem estudando
implementar uma politica de adicdo de biodiesel ao diesel convencional, sendo
sua mistura facultativa ao diesel até o ano de 2008, onde porcentagens pré-

estabelecidas passam a ser obrigatorias (OLIVEIRA, 2013).

Com o aumento gradativo da utilizacdo do biodiesel, uma preocupacao
com suas fontes de matéria-prima vem crescendo, pois seu fornecimento
continuo € um dos fatores mais importantes. O Brasil utiliza como principal
matéria-prima o 6leo de soja, mas problemas como o da entressafra e o uso de
areas agriculturaveis destinadas a produgao de alimentos torna questionavel o

uso desta matéria-prima, bem como a questao de safra e entressafra.

A utilizacdo de microalgas para obtengdo de oOleo para a produgao de
biodiesel, vem sendo uma ideia cada vez mais cogitada, pois apresenta
vantagens como: a redugado da area necessaria para a obtengdo da biomassa,
além de nao haver disputa pela area agriculturavel destinada a producao de
alimentos (RAVANIPOUR et al., 2021).

Microalgas podem ser microrganismos unicelulares ou pluricelulares com
capacidade fotossintética e necessidades nutricionais simples, que podem ser
supridas até mesmo a base de residuos agroindustriais. O cultivo de

microalgas foi destinado inicialmente a suplementacdo nutricional e a



recuperacdo de aguas degradadas, porém ao longo do tempo estes
organismos comegaram a despertar atengao devido ao seu alto teor de lipidios
presente em sua biomassa e uma nova perspectiva de utilizagdo para
desenvolvimento energético comecou a ser explorada (DEL RIO et al., 2015;
LEESING et al., 2013; ZHANG et al., 2022).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

Microalgas sao microrganismos capazes de realizar fotossintese, que podem
incluir cianobactérias. O numero espécies de microalgas existentes pode chegar a 1
x 10%, e estes organismos despertam interesse em diversos segmento
(agroindustrial, nutricional, bioenergético e de alimentagdo animal, dentre outros)
devido a sua produgdo de metabdlitos como lipidios, polissacarideos, proteinas,
hidrocarbonetos e minerais (ZHOU et al., 2022).

As microalgas sao capazes de apresentar trés metabolismos distintos frente a
fonte de carbono disponivel para crescimento: o metabolismo autotréfico, onde na
presenga de luz e determinados sais minerais a microalga € capaz de fixar diéxido
de carbono; o metabolismo heterotréfico, onde a microalga necessita de uma fonte
de carbono organica presente no meio de cultivo na auséncia de luminosidade e o
metabolismo mixotréfico, onde sao desenvolvidas em conjunto as duas formas

metabdlicas anteriores (GAO et al., 2010).

Além do uso para a produgédo de biodiesel, as microalgas sao importantes
fontes de triacilgliceréis e compostos de alto valor, como carotendides e acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa. Os triacilgliceréis sdo matérias-primas para
biocombustiveis ou 6leos comestiveis; os carotendides sdo usados como pigmentos
nas industrias de alimentos e ragdes; e os acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa sédo benéficos para a saude humana, sendo também fundamentais para o
correto desenvolvimento de peixes na aquicultura. A regulagdo da produgao e
acumulo destes compostos dependem frequentemente de estimulos ambientais
comuns, como luz e temperatura. Assim, futuras pesquisas sobre como as
microalgas percebem e respondem ao estresse ambiental serdo cruciais para
entender como a biossintese e 0 armazenamento dessas moléculas lipofilicas sao
reguladas (CHHANDAMA et al., 2021; SCHULER et al. 2017).

Como pode ser observado na Figura 1, sdo varias etapas envolvidas na

producao de biodiesel de microalgas. O primeiro passo € o crescimento de espécies



de microalgas apropriadas que incluem o processo de cultura de fotobiorreatores. O
segundo passo € a preparagao. O primeiro processo na fase de preparacdo € a
recuperagdo das algas cultivadas, seguido pelo processo de concentragao destas.
Posteriormente, as microalgas concentradas tem seu excesso de agua é removido.
O ultimo passo envolve tanto o processo de extragao de 6leo e outros compostos de

interesse, para finalmente ser realizada a sintese de biodiesel (FARIED et al., 2017).

—«— Producdo de Biodiesel de Microalgas

Primeira Etapa Segunda Etapa Terceira Etapa

Separacao

Crescimento Preparagao e
Producdo
Cultivo Colheita Extragdo do 6leo
Concentracao Transesterificacdo
Secagem

Figura 1. Grafico da producéo de biodiesel por microalgas (adaptado de FARIED et
al., 2017).

2.2 METODOS DE EXTRAGCAO DE OLEO

Para eficaz extragdo do 6leo de microalgas, se faz necessario o estudo de
diversos processos de extragao e pré-tratamento para chegar a melhor condigao de
obtencao deste material. O método de extragdo escolhido deve conseguir retirar o
maximo possivel de material graxo presente na biomassa de microalgas. Cada
espécie destes microrganismos varia quanto a quantidade e tipo de material
produzido, sendo isso, ligado ndo s6 a espécie escolhida, mas também a condigéo
que esta foi cultivada. Cada solvente, ou mistura de solventes sera capaz de extrair
diferentes lipidios da microalga escolhida (LOPEZ et al., 2013, REHMAN et al.,
2022)



Os lipidios presentes nas microalgas podem ser polares ou neutros. Os polares
sao os lipidios constitucionais como fosfolipidios e glicolipidios, que geralmente
estdo presentes na membrana celular e organelas. Os lipidios neutros sao
basicamente compostos por triacilgliceréis. Cada espécie de microalga ira
apresentar uma composic¢ao lipidica especifica e esta pode variar ou mesmo ser
induzida por diferentes tipos de nutrientes e cultivos oferecidos aos organismos

durante seu crescimento (ZHOU et al., 2022).

O principio basico da extracdo de lipidios € de interagdo quimica entre o
material lipidico e o solvente. Os lipidios sdao armazenados na célula na forma de
goticulas aglomeradas, e com a passagem do solvente apolar pela membrana
celular, forma-se um complexo lipidio-solvente mantido pela fraca interacdo gerada
pela forca de Van der Waals. Este complexo migra em relagdo ao gradiente de
concentragdo, mas apenas uma pequena parte consegue atravessar a membrana
celular, pois através de ligagdes de hidrogénio outras moléculas como carboidratos e
proteinas ligam-se ao complexo lipidico, tornando dificil a passagem pela membrana
(FLORENTINO et al., 2014; HALIM et al., 2012).

Wu et al. (2017) testaram onze co-solventes diferentes para a extragcéo do 6leo
da microalga Chlorella sp. e obtiveram alta eficiéncia de conversdo com a adicédo de
t-butanol (79.69%), seguida pelo co-solvente MTBE (77.66%), éter (71.25%),
acetona (53.05%), hexano (51.81%) e iso-propanol (39.19%). Os autores concluem
que além da melhoria da eficiéncia de contato entre a lipase e os substratos, a
introdugdo de alguns alcodis graxos, como os butandis, também poderia proteger
potencialmente as lipases das desnaturagcbes causadas pelo metanol téxico. Para a
escolha do co-solvente mais adequado deve-se levar em consideragao a polaridade,
os grupos funcionais e a estrutura molecular do solvente. Além disso, neste trabalho,
Wu et al. (2017) consideraram o prego, os impactos ambientais dos solventes e as
melhores taxas de conversdao, chegando a conclusdo que o co-solvente mais

adequado para uma producado comercial de biocombustivel algal seria t-butanol.

A seguir sao apresentados alguns dos métodos de extragdo que podem ser

aplicados no processo de obtengao do 6leo de microalgas.



2.2.1 Soxhlet

O método de extragao via Soxhlet (Figura 2) foi proposto no ano de 1879, com
a finalidade de quantificar os lipidios totais do leite. Nesse método, a amostra &
submetida sucessivas vezes ao contato com o solvente, tendo como principal
vantagem a passagem do solvente puro pela amostra a cada reciclo, sem a
possibilidade de saturagédo deste. O método apresenta desvantagens, e a principal é
longo tempo de extragdo (RAVANIPOUR et al., 2021).

garra

agua — =

Extrator Soxhlet— =
Corrente de vapar

Brago lateral

Cartuche de celulose J 0
Amaosira

gama "
r'/ d_‘_ Vapor de sobvente

k“— _}_ Sclvente
- .

—— Placa aquecedera
t i
LT T

¢ A

Figura 2. Representacdo esquematica do extrator Soxhlet.

2.2.2 Extragao quimica

Este método basicamente trata da extragao dos lipidios através de solventes. A
biomassa entra em contato constante com o solvente, podendo variar o tempo e a
agitacdo. Solventes organicos sdo os mais aplicados neste método, com destaque
para o hexano, que é utilizado amplamente na extracédo de dleos vegetais. Uma
desvantagem deste método é a necessidade de recuperagdo do solvente apds a

extragdo, o que eleva o gasto energético no processo (MUBARAK et al., 2015). Na



Figura 3 é possivel observar um esquema representativo dos processos utilizados

para extracao de lipidios de microalgas com solventes.

c

Figura 3. Representacdo dos processos aplicados na extragdo por solventes de
microalgas, onde, (a) € o cultivo em fotobiorreatores, (b) concentragdo da biomassa
por centrifugacdo, (c) secagem em estufa, (d) moagem, (e) mistura de solventes e
biomassa, (f) filtragem do material filtrado e (g) concentragdo da amostra extraida

através da destilagao do solvente.

2.2.3 Saponificacao

Este método € geralmente utilizado para separar lipidios saponificaveis dos
insaponificaveis, mas pode ser aplicado diretamente na biomassa microalgal com a
finalidade de recuperar os lipidios ja fracionados. A reagéo geral da saponificagéo

pode ser observada na Figura 4. Este método pode ser interessante para biomassas



com baixo teor lipidico e que apresentam dificuldade de extragcdo convencional. A
saponificagdo geralmente apresenta um bom rendimento de extracdo, porém gera
uma grande quantidade de residuos e a impossibilidade de recuperagdo da
biomassa residual (OLIVEIRA, 2013; VIEGAS et al., 2015).
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Figura 4. Reacao de saponificagao.

2.2.4 Prensagem

Método de extragdo mecanico no qual uma prensa é utilizada para romper as
células e comprimir a biomassa separando o 6leo, podendo extrair até 75% de
material lipidico de microalgas. Para realizagdo deste método € necessaria uma
grande quantidade de biomassa e costuma ser eficaz em biomassas com altos
teores lipidicos (MUBARAK et al., 2015).

2.2.5 Extragéo por liquido pressurizado

A extracdo liquida pressurizada combina pressdao e temperatura e um dos
solventes mais utilizados é a agua em seu estado subcritico, onde ela encontra-se

acima do ponto de ebuligdo e abaixo do ponto critico, com a pressao controlada afim



de manté-la em estado liquido. Este método é especialmente favoravel para
extracdo de lipidios polares e outras substancias como carotenos e clorofila
(JIMENEZ CALLEJON et al., 2022).

2.2.6 Extracao por fluido supercritico

A técnica de extracdo por fluidos supercriticos tem apresentado bons
resultados na aplicagdo para extragcéo de lipidios. Na Figura 5 podemos observar o
esquema representativo deste processo de extracdo. O método consiste
basicamente em utilizar um composto em seu estado critico, basicamente elevando
a temperatura e pressao acima do ponto critico. Um dos solventes mais aplicados é
o0 COz2, devido ao seu baixo custo e facil separacdo da amostra em temperatura
ambiente, eliminando a necessidade de purificacdo e processos como o de
destilacdo, que se faz necessario no uso de solventes liquidos (MOUAHID et al.,
2013; TAHER et al., 2014; ZHOU et al., 2022).

Jiménez Callejon et al. (2022) destaca que a técnica de utilizagao de fluidos
supercriticos e solventes pressurizados € uma tecnologia verde, pois nela pode-se
aplicar o uso de solventes como etanol, e até mesmo a agua, tendo a vantagem de
utilizacao dos solventes em baixas quantidades, pois a alta temperatura aplicada

aumenta a solubilidade dos analitos e no caso de solventes diminui sua viscosidade.
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Figura 5. Esquema representativo do processo de extragao por fluido supercritico

utilizando CO2 e cossolvente.

2.3 BIODIESEL DE MICROALGAS

Para obtencdo do biodiesel de microalgas, as reagdes de esterificacao e
transesterificacdo podem ser utilizadas para obtencdo dos ésteres. A utilizacao
destes processos depende da forma na qual o 6leo se encontra, sendo a
esterificacdo aplicada em acidos graxos livres e a transesterificagdo em

triacilglicerais.

O processo de esterificacdo pode ser aplicado na producao de biodiesel, sendo
utilizado geralmente em 6leos com alto teor de acidez (grande quantidade de acidos
graxos livres) como uma etapa antes da transesterificacdo. Neste processo um mol
de acido graxo reage com um mol de um alcool primario (geralmente metanol e

etanol), na presenga de um catalisador (Figura 6). No caso das microalgas ela pode



ser empregada devido ao tipo de extracéo pela qual o 6leo foi submetido, como fez
Oliveira (2013) que obteve acidos graxos da microalga Scenedesmus spp. utilizando
0 processo de saponificagdo como método de extracdo do 6leo na forma de acidos
graxos, onde estes foram submetidos a esterificacdo enzimatica e convertidos em

mais de 96% de ésteres metilicos.
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Figura 6. Reacgao de esterificagéo.

A transesterificagdo (Figura 7) é o processo mais empregado, e este pode
ocorrer através de catalise quimica (homogénea ou heterogénea) ou enzimatica.
Neste processo, um mol de triacilglicerol reagem com 3 mols de um alcool primario,
na presencga de um catalisador. A catalise quimica homogénea, realizada com NaOH
ou KOH como catalisadores é a mais comum, como a realizada por Atmanli (2020),
que testou duas espécies de microalgas e comparou-as desde o processo de
crescimento até a avaliagao da qualidade do biodiesel obtido. Apds a extracdo com
hexano, o 6leo foi primeiramente submetido a uma esterificagdo acida e posterior
transesterificacdo alcalina com metanol. A espécie de Scenedesmus dimorphus
apresentou teor de conversdo em éster de 87,4% enquanto que a de Isochrysis aff.

galbana apresentou 94,6%.
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Figura 7. Reacao de transesterificagao.

A transesterificagdo heterogénea também tem sido abordada para as
microalgas. Nela a diferenga € que o catalisador ndo € miscivel nos reagentes, como
na catalise homogénea, sendo recuperado ao final da reagéo. Oxidos e enzimas s&o
exemplos de catalisadores heterogéneos e, embora ainda n&o sejam aplicados em
grande escala na produgao de biodiesel, eles vém sendo bastante explorados, pois
apresentam vantagens como a possibilidade de reutilizagdo no processo por
sucessivas vezes, ao contrario do catalisador homogéneo que € perdido a cada
reagdao (FERREIRA MOTA et al., 2022, RAGHUVANSHI et al., 2018).

2.4 ANALISE DO CICLO DE VIDA

A analise do ciclo de vida (ACV) é conceituada como uma ferramenta para
avaliacdo dos impactos ambientais e a saude humana causadas por determinado
processo ou producdo de um material, considerando toda sua trajetéria (“do bergo
ao tumulo”), desde a extragao e processamento, transporte, aplicagéo, reuso e seu
posterior descarte e/ou reciclagem. A ISO 14040:2009 define a ACV como:
‘compilagdo e avaliagdo das entradas, saidas e dos impactos ambientais potenciais
de um sistema de produto ao longo do seu ciclo de vida’ (BRANCO-VIEIRA et al.,
2020).

A ACV teve seus primérdios durante a primeira crise do petréleo, dos anos 60

ao inicio dos anos 80. A percepg¢ao de que o petréleo era uma fonte esgotavel de



energia fez com que se iniciasse a busca por novos métodos de produgédo de
energia de forma sustentavel e de avaliacao de processos e produtos ja existentes,
com a finalidade de otimizar o consumo de recursos naturais esgotaveis (SARANYA
& RAMACHANDRA, 2020).

Em 1965, a empresa Coca-Cola Company financiou um estudo para avaliar a
melhor embalagem do ponto de vista ambiental. O estudo foi realizado pelo Midwest
Research Institute (MRI). Em 1974, a EPA (Environmental Protection Agency)
realizou um estudo com o primeiro modelo do que hoje chama-se analise do ciclo de

vida.

O ACV continuou sendo explorado, porém passou-se a observar que
diferentes métodos de analise geravam diferentes resultados de impactos para um
mesmo produto, sendo a validade da metodologia questionada, o que foi chamado
de ‘guerra dos ACVs'. Entdo, a ISO (International Organization for Standardization)
passa a elaborar normas e suas ferramentas que resultaram na série 1ISO 14000
(sendo a ISO 14040 a que normatiza o ACV).

A utilizagdo da ACV tem diversas finalidades, como: identificar possiveis
melhorias de aspectos ambientais de produtos em diversas partes do seu ciclo de
vida, auxiliar na tomada de decisdes no desenvolvimento de processos e produtos,
auxiliar na elaboragao de rétulos e declaragbes ambientais, e comparar produtos ou
processos genéricos (LI et al., 2022; MEDEIROS et al., 2015).

Para realizacao da ACV, 4 etapas sao aplicadas: primeiramente é necessario
a definicdo do objetivo e escopo. Apds esta definicdo € necessaria a realizacao de
um inventario, onde se computam todas as entradas e saidas de massa e energia,
para assim poder-se realizar o calculo dos impactos ambientais gerados por
determinado processo e por fim é realizada a interpretacdo dos dados gerados
(COLLOTTA et al., 2017).



3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi extrair, otimizar e caracterizar o éleo da

microalga Tetradesmus obliquus e sintetizar por via enzimatica o biodiesel de

microalgas.

Para atingir o objetivo geral, alguns objetivos especificos foram

estipulados, como:

(1)
(1)

()

(V)

Extrair o 6leo utilizando diversas metodologias;

Caracterizar o Oleo obtido por analises colorimétricas e

cromatograficas;

Realizar a sintese do biodiesel de microalgas via esterificacéo

quimica,;
Realizar sinteses aplicando lipases comerciais;

Purificar os ésteres obtidos para elevar o teor de pureza do

biodiesel obtido;
Realizar a analise do ciclo de vida dos processos utilizados;

Avaliar as caracteristicas dos combustiveis obtidos.



r. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Este trabalho foi desenvolvido no NPDEAS (Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento Autossustentavel). Neste trabalho foram utilizados reagentes
de grau analitico e grau de pureza requeridos nos experimentos, como 0
palmitato de p-nitrofenila (pNPP, Sigma, PA) e acido cis-9-octadecendico

(acido oleico, Sigma).

4.2 BIOMASSA DE MICROALGAS

A microalga Tetradesmus obliquus foi isolada no NPDEAS (Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel) localizado em

Curitiba, Parana, Brasil.

T. obliquus foi cultivada em fotobioreator compacto tubular de 12 m3 de
volume, em um regime autotrofico, utilizando residuos biodigeridos de dejetos
suinos na proporgdao de 2,5% (v/v) como meio de cultivo. A imagem do
fotobioreator utilizado pode ser observada na Figura 8. O reator ndo é
iluminado durante a noite, e a fonte de carbono inorganica utilizada é o COz,
que é comprimido e injetado a 8 m por uma coluna gasser-degasser de 0,11 m
de diametro [0,04% (v/v)]. Apds 15 dias da inoculagdo, 1 m3 de meio de cultura
foi colhido e a biomassa de microalgas separada por floculagédo utilizando um
produto a base de tanino (Tanfloc SG 200 mg.L"", em pH de 7,5), seguido por
centrifugagao (3.000 rpm). A biomassa foi seca num gabinete de secagem a

uma temperatura constante (60 °C) até 5-8% de umidade.



Figura 8. Fotobioreatores utilizados para produgao de microalgas no NPDEAS.

4.3 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DO OLEO DA MICROALGA Tetradesmus

obliquus

4.3.1 Extragdo a quente com solventes organicos

A extragao de lipidios a quente foi conduzida em frascos Erlenmeyer, € 0
volume de solvente empregado foi mantido para todos os experimentos, na
proporgéo de 5 mL.g" de biomassa seca. Cerca de 100 g de biomassa seca foi
adicionada aos solventes: hexano, heptano, isopropanol, metanol, acetona e
etanol, isoladamente, ou as misturas de: hexano-acetona, hexano-metanol,
hexano-isopropanol, hexano-etanol e heptano-etanol, na proporgédo de 70:30
(v/v) e incubada a 60°C.



Trés condigdes de agitagao foram testadas: 2 horas sem agitagdo e 1 ou
3 horas de reagao com agitagdo. Apos a incubacgao, as amostras foram filtradas
para remog¢ao da biomassa e com posterior remocédo dos solventes utilizando

rotaevaporador rotativo.

4.3.2 Extragéo a frio com solventes organicos

A extracao de lipidios a frio foi conduzida em frascos Erlenmeyer, e 0
volume de solvente empregado foi mantido para todos os experimentos na
proporgao de 5 mL.g™! de biomassa seca. Cerca de 100 g de biomassa seca foi
adicionada aos solventes: hexano, heptano, isopropanol, metanol, acetona e
etanol, isoladamente, ou as misturas de: hexano-acetona, hexano-metanol,
hexano-isopropanol, hexano-etanol e heptano-etanol, na propor¢do de 70:30

(v/v) e incubada a 23°C, sem agitagao, por um periodo de 24 horas.

Apods a incubacéo, as amostras foram filtradas para remog¢ao da biomassa

e com posterior remogao dos solventes utilizando rotaevaporador rotativo.

4.3.3 Extragdo com fluido supercritico

Esta extracéo foi realizada no Laboratério de Tecnologia Supercritica da
Universidade Estadual de Maringa. O equipamento utilizado foi o extrator
supercritico Teledyne Isco, modelo 500D. Cerca de 40 g de biomassa seca
foram utilizadas para cada extragdo, sendo variadas as condicbes de
temperatura, pressao e vazao do gas e/ou solvente de arraste. Foram testados
0s gases propano e dioxido de carbono, e o solvente etanol individualmente ou

combinados. Cada extragao foi conduzida por 1 hora.



4.3.4 Extracdo em meio aquoso via saponificacao

Para esta extracdo, a biomassa seca foi acrescida de uma solucgéo hidro
alcodlica de hidroxido de sddio, nas proporgdes de 5 mL.g"! de biomassa de
etanol 97%, 1 mL.g"' de biomassa de agua e 0,5 g.g™' de biomassa de hidroxido
de sodio. A reagao foi incubada por 1 hora, a 60°C, sob agitacdo. Apos
resfriamento, o material insaponificavel foi removido através de extracao

liquido-liquido empregando-se o solvente hexano.

Para a remogao dos acidos graxos a fase aquosa foi submetida a
hidrélise acida com acido citrico para liberacdo dos saponificaveis. Os acidos
graxos foram removidos através de extragédo liquido-liquido empregando o
solvente hexano. Posteriormente € realizada a remocao dos solventes

utilizando rotaevaporador rotativo.

4.4 FRACIONAMENTO E CARACTERIZAGCAO DO OLEO OBTIDO PELOS
DIFERENTES METODOS DE EXTRAGCAO

4.4 1 Fracionamento

Para o fracionamento de todas as amostras de lipidios obtidas, foi
empregado o método de saponificacdo, executado do mesmo modo que o
descrito no item 4.3.3, apenas utilizando o material apolar obtido das extracdes
no lugar da biomassa. Através deste método, € possivel separar os
insaponificaveis, que sado compostos que nao podem ser convertidos a
biodiesel, como hidrocarbonetos, cetonas e alcoois do material saponificavel,

Ou seja, os acidos graxos capazes de passar pelo processo de esterificagcéo.



4.4.2 Caracterizagao

A caracterizagao foi realizada para identificar os principais compostos
obtidos da melhor condigdo de extracdo. Apds a saponificagcdo do material
apolar obtido e separados em duas fragdes (saponificaveis e insaponificaveis),
que foram analisadas por um Cromatégrafo gasoso Shimadzu CG-2010,
equipado com uma coluna (30m x 0,25mm x 0,25 ym) RTx-5MS CB (5%
fenil/95% dimetilpolisiloxano) acoplado a um espectrbmetro de massas
Shimadzu CGMS-QP2010.

O gas de arraste foi o hélio, num fluxo de 1,02 mL.min"'. A rampa de
aquecimento se iniciou a 60 °C por 1 minuto seguido por um aquecimento até
250°C a 3°C.min'. O espectrdometro de massas foi operado no modo de
Impacto de Elétrons (70 eV) com a faixa de detecgdo entre 40 e 350 m/z. A

interface e a fonte de elétrons foram a 250°C.

4.5 ESTERIFICACAO DO OLEO DE MICROALGAS

Duas sinteses foram realizadas para obtengcdo do biodiesel de

microalgas: a sintese por catalise enzimatica e por catalise quimica.

O estudo da reacdo de sintese do biodiesel de microalgas utilizando
lipases foi conduzida em frasco erlenmeyer de 125 mL, contendo um volume
reacional de 10 mL. Em cada frasco foram adicionados a enzima CAL B, numa
proporg¢ao equivalente a 60 U, 50 mM de acidos graxos de microalga, 450 mM
de metanol e 10 mL de hexano. As reagbes foram incubadas em Shaker a
50°C e 180 rpm, e acompanhadas por 9 horas (OLIVEIRA et al., 2013)

Para a sintese quimica, a reagao de esterificacao foi realizada utilizando-
se 0 método proposto por Hartman & Lago (1973), onde uma solugéo
esterificante contendo acido sulfurico (H2SO4), metanol e cloreto de amoénia

(NH4Cl) é acrescida aos acidos graxos obtidos.



4.6 ANALISE DOS ESTERES OBTIDOS

4.6.1 Método de Lowry-Tinsley

Para a determinacdo da conversdo de acidos graxos em ésteres foi
utilizado um método espectrométrico descrito por Lowry-Tinsley (1976). Este
método baseia-se na ligagcado entre os acidos graxos livres e os ions Cobre |
em meio organico, possibilitando a avaliagdo do percentual de acidos graxos

convertidos a ésteres.

Adicionou-se 0,2 mL do meio reacional a 2,4 mL de tolueno e 0,5 mL da
solugéo de piridina e acetato de cobre (5%). As reagbes foram agitadas em
vortex por 30 segundos e a fase organica lida em espectrofotdmetro em 715

nm.

4.6.2 Cromatografia Gasosa

As solugbes dos produtos das reagbes de esterificagdo (1 mg.mL")
foram analisadas por um Cromatégrafo gasoso Shimadzu CG-2010, equipado
com uma coluna (30m x 0,25mm x 0,25 ym) RTx-5MS CB (5% fenil/95%
dimetilpolisiloxano) acoplado a um espectrdmetro de massas Shimadzu CGMS-
QP2010. O gas de arraste foi o hélio, num fluxo de 1,02 mL min'. A rampa de
aquecimento iniciou a 60°C por 1 minuto seguido por um aquecimento até
250°C a 3°C min'. O espectrometro de massas foi operado no modo de
Impacto de Elétrons (70 eV) com a faixa de detecgdo entre 40 e 350 m/z. A

interface e a fonte de elétrons estavam a 250 °C.



4.6.3 Balango energético

Para a realizagcdo do balangco energético foram estimadas as

quantidades de energia gastas nos processos empregados.

O gasto energético dos processos foi medido com o auxilio de um
amperimetro e os resultados expressos em KJ (quilojoules). A energia
fornecida pelo material extraido foi calculada teoricamente pelo método de
Joback (Joback e Reid, 1987), que se baseia na contribuicdo de grupos,
obtendo através de valores tabelados os pardmetros necessarios para o

calculo da entalpia de combustao de cada grupo de cada molécula.

4.7 ANALISE DO CICLO DE VIDA

A analise do ciclo de vida foi realizada na Universidad Tecnologica
Nacional, Facultad Regional Mendoza, Mendoza - Argentina, no Grupo

CLIOPE que ¢ liderado pelo Professor Alejandro Pablo Arena.

O programa SIMAPRO foi utilizado para o calculo dos impactos

ambientais gerados, através do método Recipe.

Neste processo o sistema analisado foi 0o de extracdo e sintese do
biodiesel de microalgas, por via quimica e via enzimatica. Todas as entradas e
saidas do sistema foram obtidas dos dados experimentais deste trabalho, no

qual foram mensurados todos os fluxos de massa e energia no sistema.

A unidade funcional definida foi a de 1 MJ de energia gerada.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO DO OLEO DE MICROALGAS

O método de extragcado escolhido tem por finalidade retirar o maximo
possivel de material graxo presente na biomassa de microalgas. Cada espécie
destes microrganismos varia quanto a quantidade e tipo de material produzido,
sendo isso ligado ndo sé a espécie escolhida, mas também a condicdo que

esta foi cultivada.

5.1.1 Extragdo a quente com solventes organicos

Para eficaz extragcdo do 6leo de microalgas, se faz necessario o estudo
de diversos processos de extracao e pré-tratamento para obter a melhor
condicdo deste material. Na Tabela 1 podemos observar os rendimentos de
acido graxo e material apolar total obtidos para a extragdo a quente aplicando
diversos solventes puros ou misturas, bem como a agitagdo e tempo utilizados

em busca do melhor rendimento.

A melhor condigdo observada para a extragcdo de acidos graxos da
microalga T. obliquus foi com a mistura de etanol e hexano, aplicando agitacéo
por um periodo de 3 horas. Em todas as condi¢gdes de tempo e agitagdo, a
mistura de etanol e hexano foi a melhor condi¢ao, levando em consideragao o

rendimento, custo e toxicidade dos solventes utilizados.

A mistura de solventes polares e apolares tem sido descrita como a
melhor forma de extracdo do 6leo de microalgas. Assim como nos resultados
obtidos neste trabalho, Teo e Idris (2014) utilizaram duas diferentes espécies
de microalgas, sendo observados os resultados mais promissores para
extracdo a quente aplicando a mistura de solventes polares com apolares,
sendo a mistura de Isopropanol e Hexano para a microalga Tetraselmis sp. e a

mistura de cloroformio e metanol para Nannochlopsis sp.



Tabela 1. Percentual de material apolar e de acido graxo extraidos por

solventes a quente.

SOLVENTE UTILIZADO % MATERIAL

EXTRAIDO

% ACIDO GRAXO

Extragcao sem agitagao

Hexano 1,92 + 0,21

Heptano 1,58 £ 0,31

Etanol 8,58 + 0,98

Metanol 7,14 + 0,28

Acetona 2,55+0,48

Isopropanol 2,00+0,72

Hexano + Acetona 3,64 £ 0,63
(70:30)

Hexano + Isopropanol 2,12 £ 0,41
(70:30)

Hexano + Metanol 6,34 £ 0,44
(70:30)

Hexano + Etanol (70:30) 5,32 +0,43

Heptano + Etanol (70:30) 4,40 + 0,66

0,96 £ 0,11
0,45+ 0,08
2,84 +0,30
2,47 +0,33
0,70 £ 0,21
0,73+0,12
1,62 + 0,29

0,50 £ 0,12

1,59 + 0,16

3,00 + 0,55
2,36 + 0,32

Extragdo com agitacao (1 hora de reagao)

Hexano + Etanol (70:30)
Heptano + Etanol (70:30)

11,59 + 1,12
11,50 £ 0,87

4,24 + 0,56
4,36 + 0,62

Extragdao com agitacao (3 horas de reagao)

Hexano 9,98 + 1,07
Etanol 8,21 +0,85
Hexano + Etanol (70:30) 12,79 £ 0,76

3,80 £ 0,24
3,01 +£0,77
6,51 +0,84

5.1.2 Extracao a frio com solventes organicos

Teste utilizando os solventes para extragdo a frio e sem presencga de

agitacdo também foram realizados.



Na Tabela 2 podemos observar os resultados obtidos para extragao por

solvente a frio, e sem agitagao.

Tabela 2. Percentual de material apolar e de acido graxo extraidos por

solventes a frio.

SOLVENTE % MATERIAL % ACIDO
UTILIZADO EXTRAIDO GRAXO
Hexano 3,28 £ 0,50 0,26 £ 0,12
Heptano 1,02 +£0,44 0,25+ 0,09
Etanol 4,66 + 0,45 1,11 £ 0,27
Metanol 4,10+ 0,53 2,76 £ 0,16
Acetona 0,99 +0,11 0,80 £ 0,21
Isopropanol 441+0,18 0,72 £ 0,08
Hexano + Acetona 2,23+ 0,26 0,81 +£0,13
(70:30)
Hexano + Isopropanol 1,71 £ 0,40 0,70 £ 0,21
(70:30)
Hexano + Metanol 6,50 + 0,16 1,53 +0,33
(70:30)
Hexano + Etanol 5,75+ 0,29 294 +0,13
(70:30)
Heptano + Etanol 6,32+ 1,23 1,61 +£0,31
(70:30)

Como é possivel observar comparando-se as duas tabelas, os
resultados sdo bastante semelhantes. Apesar da temperatura e agitacéo
influenciarem no rendimento final das extracbes, os desempenhos frente a
cada solvente foram similares. Em uma extragdo por solventes, todos os
compostos que possuem afinidade com este solvente serdo arrastados, nao

sendo especificamente o produto desejado, por este motivo, torna-se tao



importante a avaliagdo ndo s6 do material total extraido, mas sim do oleo

propriamente dito.

O teor maximo de material apolar obtido foi de 6,5% para a mistura de
hexano e metanol, porém o teor de acidos graxos obtidos ndo foi o mais
satisfatorio. A mistura de etanol e hexano apresentou melhores resultados para

a obtencao de acidos graxos, sendo obtidos 2,94%.

5.1.3 Extragao com fluido supercritico

Extracdes utilizando o processo de extracdo super critica foram
realizadas no Laboratério de Tecnologia Supercritica da Universidade Estadual

de Maringa.

Na Tabela 3 é possivel observar as condi¢des e resultados obtidos para

a extragao por fluido supercritico.

Tabela 3. Percentual de material apolar e de acido graxo extraidos por fluido

supercritico.

SOLVENTE TEMPERATURA PRESSAO % MATERIAL % ACIDO

E/OU GAS (°C) (bar) EXTRAIDO GRAXO
UTILIZADO
Dioxido de 40 180 1,82 0,15
carbono
Diéxido de 60 220 4,10 1,51
carbono + Etanol
(5%)
Propano 60 60 3,17 0,68
Etanol 60 150 3,83 0,80
Propano + Etanol 60 60 9,19 2,50

(10%)




A melhor condicdo observada foi obtida com a combinagdo o propano
com o etanol, mesmo assim, o percentual de acidos graxos foi insatisfatorio
(2,5%). Solana et al. (2014) relatam que o seu melhor resultado foi obtido para
a microalga S. obliquus com o fluido supercritico CO2 junto ao co-solvente
etanol (5%), apresentando quantidades inferiores de material extraido quando

aplicado apenas um fluido supercritico.

Callejon et al. (2022) utilizaram a extragédo supercritica com o uso de co-
solventes para aumentar a capacidade de extracdo na biomassa de
Nannochloropsis sp., obtendo seu melhor resultado para extracdo de lipidios

saponificaveis quando combinados CO2 e 10% de etanol.

Diversos métodos foram utilizados para determinar a melhor condicao de
extragdo do 6leo da microalga T. obliquus. Na Tabela 4, podemos observar
uma visdo geral das melhores condicbes de extragdo, resultados obtidos e o

balango energético de cada processo.

Observando-se os melhores resultados apresentados para cada método
de extracdo aplicando solventes, € possivel comprovar a maior eficiéncia de
extracdo quando uma mistura de solventes polares e apolares é aplicada,

gquando comparada ao uso de apenas um solvente.

Halim et al. (2012) descrevem em 5 etapas o processo de extragdo do
Oleo intracelular para a aplicacdo de apenas um solvente apolar, ou um
conjunto de solventes polar e apolar. O principio basico da extragéo de lipidios
€ de interacdo quimica entre o material lipidico e o solvente. Os lipidios sao
armazenados na célula na forma de goticulas aglomeradas, e com a passagem
do solvente apolar pela membrana celular, forma-se um complexo lipidio-
solvente mantido pela fraca interacao gerada pela forca de Van der Waals.
Este complexo migra em relacdo ao gradiente de concentracdo, mas apenas
uma pequena parte consegue atravessar a membrana celular, pois através de
ligacbes de hidrogénio outras moléculas como carboidratos e proteinas ligam-

se ao complexo lipidico, tornando dificil a passagem pela membrana.



Com o uso de co-solventes polares, como etanol e Isopropanol, o
mecanismo de extragao € um pouco diferente. A mistura de solventes penetra
a célula e o solvente apolar interage da mesma maneira, pela forga de Van der
Waals, porém desta vez, quem interage com o complexo lipidio-solvente
através de ligagcdes de hidrogénio € o solvente polar utilizado, e ndo mais as
macromoléculas intracelulares, tornando assim a travessia pela membrana
celular facilitada (HALIM et al., 2012).

Esta interagdo lipidio-solvente citada anteriormente justifica os
resultados obtidos para a microalga T. obliquus, que apresentou melhor
rendimento em 6leo (neste caso, avaliado como acidos graxos esterificaveis)
quando comparados a utilizagdo de solventes puros. Uma desvantagem deste
processo, € que além de extrair maior quantidade de 6leo, também acaba
arrastando maior quantidade de contaminantes, como hidrocarbonetos, alcoois

de cadeia longa e pigmentos.

5.1.4 Extracao em meio aquoso via saponificagao

O 6leo de microalgas obtido pelos métodos de extracdo citados
apresentou alta quantidade de contaminantes, o que dificultaria o processo de

sintese do biodiesel.

A solugdao para o fracionamento deste material foi a utilizacdo do
processo de saponificagdo. Através dele, todo material graxo é convertido em
sais de acidos graxos (sabdes), solubilizando na fase aquosa, o que possibilita
a retirada dos materiais insaponificaveis, e apos acidificagcédo do meio reacional
obtemos o 6leo na forma de acidos graxos. A composi¢dao desta fracéo
insaponificavel foi caracterizada por CG-MS, para obter sua composicéo, e

desta maneira poder calcular a energia de combustao destes compostos.

Na Tabela 4 também sao apresentados os balangos energéticos dos
principais processos. O processo de saponificagdo foi 0 que mais apresentou

gasto energético, porém este processo € o que retira com maior eficiéncia o



material lipidico (acidos graxos). Na Figura 9 €& possivel observar o
cromatograma obtido da fracdo referente aos ésteres dos acidos graxos

obtidos via saponificagao.
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Figura 9. Cromatograma CG-MS do biodiesel de microalgas purificado em

coluna de bauxita.

O processo de extracao por fluido supercritico foi o que apresentou
menor rendimento em acidos graxos, apenas 2,5%. Este € o processo de
menor gasto energético, porém o alto custo do método ndo faz com que ele
seja viavel. A relagao energia gasta por energia gerada foi a melhor neste
processo também. Este ainda é um resultado tedrico, pois, ao contrario dos
ésteres de acidos graxos, ainda nao foram realizados estudos que comprovem

o consumo efetivo de todo material insaponificavel como combustivel.

Embora este seja um resultado tedrico, ele mostra-se promissor, pois o
poder calorifico da amostra insaponificavel foi superior a obtida pelos ésteres
de acidos graxos, o que pode tornaria mais viavel a total utilizagdo do 6leo de

microalgas.
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5.2 CARACTERIZAGCAO E FRACIONAMENTO DO OLEO DE MICROALGAS

O material lipidico extraidos através de todos os processos descritos no
item anterior, apresentaram cor escura (verde escuro), alta viscosidade e alto
teor de impurezas, o que o tornara inviavel para ser submetido a producao de

biodiesel, fazendo com que o fracionamento e purificagao fossem necessarios.

Primeiramente as amostras foram submetidas a reacdo de
saponificagdo, onde os lipidios saponificaveis e insaponificaveis foram

separados. Na Figura 10 é possivel observar as amostras obtidas.

Figura 10. Produtos obtidos da extracao da microalga T. obliquus, onde (A) é o
O0leo bruto obtido da extragdo por solventes, (B) é a fragdo de lipidios
saponificaveis, (C) é a fracao insaponificavel e (D) sdo os ésteres apds a

reacao de esterificagao da fragao B purificados em argila de bauxita.



A biomassa apresentou percentual de 12,8% de material bruto extraido com
hexano e etanol a quente, e estas amostras apdés a saponificacdo
apresentaram as duas fragdes (saponificavel e insaponificavel) praticamente na

mesma proporgao.

Mesmo com o fracionamento do 6leo, as amostras apresentaram
coloragao escura e alta viscosidade. A amostra da fragao saponificavel (acidos
graxos) foi esterificada, e apds purificagdo em bauxita foi submetida a analise
cromatografica em cromatdgrafo gasoso com detector de massa acoplado com
a finalidade de identificar os principais acidos graxos presentes na amostra. O

cromatograma obtido pode ser observado na Figura 9.

Para producgao de biodiesel € necessario avaliar ndo s6 a quantidade de
material lipidico produzido pela biomassa, mas também a qualidade do peffil
lipidico da amostra (VIDYASHANKAR et al., 2015). A partir do cromatograma
(Apéndice 1) é possivel observar a predominédncia do acido graxo C16

palmitico, e dos acidos graxos C18 oleico, linoleico, linolénico e estearico.

A fragdo de insaponificaveis também foi investigada, e na Figura 11 é
possivel observar o cromatograma obtido por cromatografia gasosa com
detector de massa (CG-MS). Esta fragao apresentou aspecto bastante viscoso

e coloracao alaranjada forte.

No cromatograma foi possivel detectar hidrocarbonetos de cadeia longa,
como o heptadecano (cerca de 30% de area do cromatograma), mas também
em menor quantidade estava presente o octadecano, e um composto nafténico.
Além da presenga de hidrocarbonetos, uma presenga massiva de alcoois de
cadeia longa foi observada, com predominio do hexadecenol. Estes alcoois
estdo ligados a produgado de clorofila e outros pigmentos pelas células das

microalgas.



Chromatogram C:\GCMSsolution'Data\Gustavo'anne'hidrocarbonetos _microalga qad

6,506,981

15025

24.484

26.307

18.25%

6,642
17.118

i%

L[IC‘ 1.00

T T
5.0 10.0 20,0 280

Figura 11. Cromatograma CG-MS da fragao de lipidios insaponificaveis da

microalga T. obliquus.

A presenca destes compostos apolares no material graxo da biomassa é
de grande interesse, pois sdo compostos de interesse energético.
Hidrocarbonetos sdo extensivamente usados para adigdo no diesel e como
combustivel de aviagao (FU et al., 2015). Trabalhos como os de Priharto et al.
(2020) utilizam biomassa de uma espécie de Scenedsmus sp. para obtengao
de hidrocarbonetos pelo processo de pirdlise. Neste processo a biomassa é
submetida a uma alta temperatura com auséncia de oxigénio para formagao do
bio-6leo, que continha hidrocarbonetos como o hexadecano (CHOO et al.,
2017; HUANG et al., 2022).

Neste trabalho observamos que a prépria microalga metabolicamente
produz o hidrocarboneto, sem necessidade de poés-tratamento, como o da
pirdlise no caso, apenas é necessaria a separacao do material lipidico obtido

da biomassa.

Dayananda (2007) avaliou varios meios de cultivo com a finalidade de
obter hidrocarbonetos de microalgas. Os autores ndo especificam os
hidrocarbonetos obtidos, apenas os caracterizaram por tamanho de cadeia em
C>30 e C<30, e afirmam ter obtido em sua melhor condi¢ao de cultivo 46% de

hidrocarbonetos em relagdo a biomassa seca.

Vidyashankar (2015) analisou a composi¢cdo de &cidos graxos e

hidrocarbonetos de 6 espécies de microalgas, sendo que 3 destas



apresentaram destaque para produgao de hidrocarbonetos, produzindo acima
de 10% em peso de biomassa seca. Todas as microalgas apresentaram
predominancia de alcanos compreendidos entre C15 e C20, assim como
observado neste trabalho. Outro ponto semelhante obtido neste trabalho e no
dos autores € que grande parte do material apolar obtido também era
composto por cadeias isoprénicas, substancias que participam da biossintese

de compostos observados nas microalgas.

5.3 ESTERIFICACAO ENZIMATICA E QUIMICA DO OLEO DE MICROALGAS

Dois processos foram utilizados para a producdo do biodiesel de
microalgas: a esterificagdo quimica e a esterificagdo enzimatica com a lipase
CAL B.

A esterificacdo enzimatica foi acompanhada por 9 horas pelo método
colorimétrico de Lowry-Tinsley, para verificacdo da formacédo de ésteres ao
longo do tempo. Nesta etapa a conversdo maxima em ésteres observada foi a
de 91,3%. Este valor calcula o teor de acido graxo que foi convertido em éster
e nao a pureza. Apos purificagdo em coluna de bauxita, a amostra foi
concentrada e submetida a cromatografia gasosa. O laudo pode ser observado

no Apéndice 3, onde o teor de éster maximo foi de 79%.

Oliveira et al. (2012), realizaram a esterificagdo enzimatica do acido
oleico puro. Neste caso, o produto original ja era purificado, e ndo necessitava

de um processamento posterior para obtencao do éster puro.

Sivaramakrishnan e Incharoensakdi (2017) buscaram reduzir o tempo de
operagao da transesterificagdo direta catalisada por lipase. Varios parametros
operacionais foram estudados, tais como relacdo solvente/alga, adigcdo de
catalisador, adicdo de agua, temperatura e tempo de reagcdo da
transesterificagao direta de Botryococcus sp. com e sem ultrassom. O maximo
rendimento foi obtido com 4 horas de tratamento com ultrassom, sob condicbes
otimas, obtendo 88% de ésteres metilicos. Os autores ndo descrevem nenhum

processo de purificacdo posterior a reagao de sintese neste trabalho.



A reagao de esterificagéo quimica foi realizada e diretamente submetida a
purificacdo em coluna de bauxita. Esta amostra também foi submetida a

cromatografia gasosa, obtendo um teor total de ésteres de 88,7%.

5.4 ANALISE DO CICLO DE VIDA

Para realizacdo da analise do ciclo de vida (ACV) todos os processos
experimentais realizados neste trabalho foram analisados, sendo 3 diferentes
métodos de extracao (a frio, a quente e saponificacado direta) em suas melhores
condigdes, e, 2 métodos de esterificagdo do acido graxo (via catalise quimica e
enzimatica). No fluxograma abaixo (Figura 12) é possivel observar as etapas

de cada processo.

| Biomassa de Microalga Seca I

| Residuos da Saponificacdo |

I—l Oleo Bruto |—| Saponificacdo ]—| Material Apolar Insaponificavel |

Extracdo a Quente ‘

i {Hexano + Etanol) |
*I Biomassa Residual | -

IEsterificagEu Enzimética] | Esterificagdo Quimica |

Biomassa Residual I

Extracdo a Frio
{Hexano + Etanol)

‘ | Residuos da Saponificagdo |

Gleo Bruto H Saponificagdo I——{ Material Apolar Insaponificavel |

‘ Esterificacdo Enzimatica I I Esterificacdo Quimica |

| Material Apolar Insaponificavel l

—b{ Saponificacdo Residuos da Saponificacdo I
4' Esterificacdo Enzimatica |
|

l Esterificacdo Quimica |

Figura 12. Fluxograma de todos os processos experimentais avaliados através

da Analise do Ciclo de Vida.



Como unidade funcional (UF) foi utilizado 1 MJ de energia gerada pelo
biodiesel produzido, o que equivale a 32,1 g de biodiesel de microalgas. A
energia fornecida pelo biodiesel de microalgas foi calculada teoricamente pelo
método de Joback (Joback e Reid, 1987), que se baseia na contribuicdo de
grupos, obtendo através de valores tabelados os parametros necessarios para

o calculo da entalpia de combustdo de cada grupo de cada molécula.

Na Tabela 5 é possivel observar os impactos gerados pelos 6 processos
analisados em 18 categorias de impacto. Dos impactos avaliados, 8 destacam-
se como categorias que mais foram impactadas pelos processos analisados,
sendo eles: ocupagao de terras agricolas, deplecédo de agua, deplegdo de
metais, deplecdo de combustiveis fosseis, alteragbes climaticas, toxicidade

humana, formacgao de oxidantes fotoquimicos e radiacio ionizante.

De um modo geral, como pode ser observado na Tabela 5, a extragéo a
quente quando comparada a extracao a frio gerou impactos muito semelhantes
em todas as categorias analisadas. Ambos os processos de extragcao tém os
mesmos procedimentos gerais, exceto pelo menor tempo de reagdo na
extragdo a quente e a auséncia de consumo de energia para aquecimento e
agitagao no processo a frio. Devido a ndo necessidade de utilizar a energia
para aquecimento e agitagdo do meio reacional, era de se esperar um impacto
reduzido neste processo, o que nao ocorreu. Este fato pode ser justificado pela

eficiéncia do processo de extragcao de cada método.

Durante o processo a quente, cerca de 6,5% de acidos graxos sao
retirados da biomassa, enquanto que no processo a frio apenas 2,9%, ou seja,
para obter a mesma quantidade de material extraido € necessaria a realizacao
da extracdo de mais que o dobro da biomassa utilizada no processo a quente,
utilizando assim o dobro de reagentes e gerando o dobro de residuos, fato que
acaba por aumentar os impactos gerados como um todo e tornando mais

atrativo o processo de extragao a quente pela maior eficiéncia.

O terceiro método de extracdo avaliado foi o de saponificacdo. Este
método extrai de maneira fracionada o acido graxo e o material apolar, o que
dispensa o fracionamento posterior a extragao, reduzindo o processo em uma

etapa. Este processo apresenta a vantagem de ter uma etapa a menos de



fracionamento e de extrair ao maximo os compostos de interesse, porém € o

meétodo que gera maior impacto ambiental.

Como pode ser observado na Figura 13, os dois processos que
apresentam maiores valores em todas as categorias de impacto sdo os que
utilizaram a saponificagdo como método de extracdo de oleo da biomassa de

microalgas.

O principal gargalo deste processo € a geragdo de residuos
significativamente maior que nos outros dois processos de extragdo. Na
saponificagdo a biomassa é completamente inutilizada, pois o0 meio reacional
passa por uma etapa hidroalcéolica contendo uma base forte (NaOH), com
posterior acidificacdo do meio, o que resulta na alteracdo de compostos da

biomassa residual, impossibilitando seu uso.

Outro ponto é o volume de residuo gerado no processo. Além da
biomassa, todo o meio reacional vira residuo, sem possibilidade de reutilizacdo
dos reagentes, enquanto, nos processos de extracdo utilizando solventes,
estes podem ser recuperados e reutilizados em sucessivas extracoes, além de
nao danificar a biomassa residual que pode ser utilizada para diferentes

destinos, como o emprego em ragao animal.

Todas as categorias de impacto avaliadas apresentaram elevagéo nos
valores na extracao realizada via saponificagado, sendo as categorias ocupacéao
de terras agricolas e deplegdo de agua as mais elevadas. A categoria
ocupacéao de terras agricolas apresentou valores aproximadamente 10 vezes
maior do que os obtidos na extragdo com solventes, enquanto a categoria de

deplecgao de agua foi 6 vezes maior.

A grande elevacao da area agricola ocupada pode ser explicada pelo
grande volume de residuo. Esta categoria avalia a area ocupada/transformada
por um periodo de tempo. O alto volume de residuo leva a ocupagao de area
para tratamento, uma vez que as emissdes consideradas nos processos de
extracdo por solventes liberam nesta etapa apenas emissdes ao ar, o que

justifica o valor tdo elevado do processo de saponificagdo em relagdo a estes.



A categoria deplegdo a agua apresentou valor 6 vezes maior para o
processo de extracdo via saponificagcdo quando comparada a extragdao com
solventes. Mais uma vez os residuos gerados no processo sao os grandes
responsaveis por este resultado, pois o tratamento adequado aos residuos da
saponificagdo faz uso de agua no processo de neutralizagcdo dos reagentes
utilizados bem como da biodegradagdo da matéria organica residual

proveniente da biomassa inutilizada apds o processo de extragao.

Além dos métodos de extragcdo, também foram comparados
integradamente os processos de esterificacdo para obtengao do biodiesel, que

foram os de catalise via quimica e enzimatica.

No processo de esterificacdo enzimatica a enzima industrial CAL-B foi
utilizada, enquanto que no processo de esterificagdo quimica foi realizada
utilizando acido sulfurico como catalisador. Todas as categorias de impacto
avaliadas quando comparadas entre o mesmo processo de extragao para os
dois tipos de catalise apresentaram resultados iguais ou ligeiramente maiores
para a catalise enzimatica. A catalise enzimatica exige um maior periodo de
reagao, o que leva a um consumo energeéetico um pouco maior, além de possuir
um meio reacional mais volumoso do que o da catalise quimica, levando a uma
maior emissdo de solventes ao ar e consequentemente mais energia €

necessaria para a recuperagao de um maior volume de solventes.

Saranya & Ramachandra (2020) compararam o processo de
transesterificacdo utilizando catalise quimica e enzimatica para sintese do
biodiesel de microalgas e notaram diminuigdo significativa nas emissdes
gasosas quando utilizados os biocatalisadores no lugar do catalisador acido,
resultado divergente ao obtido neste estudo. Este fato pode ser explicado pelo
fato de os autores terem utilizado lipases fungicas produzidas em pequena
escala no laboratério, ao contrario deste trabalho, que utilizou lipases

comerciais, o que computa diferentes niveis de  emissao.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho podemos concluir que a microalga Tetradesmus obliquus pode

ser uma possivel fonte de material lipidico para produ¢ao de biocombustiveis.

Embora a microalga apresente uma quantidade relativamente baixa de
material lipidico (cerca de 10% no total), este material apresenta caracteristicas
interessantes para aplicagdo em biocombustiveis, como no caso da parte oleosa,
que apresenta acidos graxos de cadeias similares as encontradas em plantas

oleaginosas comumente usadas para producao de biodiesel.

Outro ponto de destaque para este material lipidico € a obtencdo de
compostos apolares de natureza hidrocarbdnica, pois hidrocarbonetos de cadeias
longas foram encontrados na amostra insaponificavel do material graxo obtido,

podendo estes serem aplicados na producao de querosene de aviagao.

Trabalhos futuros aplicando métodos como o de destilacdo fracionada devem
ser realizados com a finalidade de desenvolver querosene de aviagao obtida da

biomassa de Tetradesmus obliquus.

Tanto a catalise quimica quanto a enzimatica mostraram-se viaveis para a
esterificacdo do 6leo de microalgas, apresentando resultados satisfatérios no nivel
de converséao dos acidos graxos presentes em ésteres metilicos. A conversao em-si
foi satisfatéria, porém a purificacdo do biodiesel de microalgas foi uma parte
complexa, uma vez que uma série de outros compostos (como pigmentos e 0s

hidrocarbonetos) estavam presentes no material obtido.

Este trabalho obteve nivel maximo de ésteres metilicos de microalga perto
dos 83%, o que ainda nao configura o material obtido como biodiesel. Novos

processos de purificagdo do 6leo e do material esterificado devem ser investigados.

A analise do ciclo de vida foi aplicada para avaliar os impactos ambientais
gerados pelos processos de extracao e esterificagdo utilizados neste trabalho. O
processo de extracdo por saponificacao foi o que apresentou maiores niveis em
todas as categorias de impacto ambiental avaliadas. Este processo foi 0 mais efetivo

em termos de extragdo do material, porém os altos volumes de meio reacional e



residuos gerados no processo fizeram com que o método fosse considerado o mais

agressivo ambientalmente.

Para trabalhos futuros sugerimos a otimizagdo dos métodos de extracéo, de
modo a obter melhor quantidade de material obtido e também de reduzir os impactos

gerados.
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biodiesel obtido via catalise quimica (amostra 2) e enzimatica (amostra 3).



